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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AIM2 protein, odstoten v melanomu 2 
ALR AIM2 podobni receptorji 
AMEM gojišče AMEM 
AMP adenozin monofosfat 
ASC adaptorski protein inflamasoma 
ATP adenozin trifosfat 
cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kislina 
CMV citomegalovirus 
CT pražni cikel 
DAI od DNA odvisen aktivator interferonskega regulatornega faktorja 
DAMP molekularni vzorci značilni za poškodbo 
DDX proteini z domeno DexD/H-box  
DDX60  DexD/H-box -polipeptid 60  
DHX36 DExH-Box-helikaza 36 
DHX9 DExH-Box-helikaza 9 
DMEM gojišče DMEM 
DNA deoksiribonukelinska kislina 
dsRNA/DNA dvovijačni RNA/DNA 
ECT elektrokemoterapija 
EP elektroporacija 
FBS fetalni goveji serum  
FPI faktor povišanega izražanja 
GAS ciklična sintaza GMP-AMP  
GET genski elektroprenos 
GFP  zeleni fluorescirajoči protein 
IFI16 interferon gama inducirajoči protein 16 
IFN interferon  
IL interlevkin 
MAVS mitohondrijski protivirusno signalizirajoči protein 
MLKL kinazam podobni proteini 
mRNA  informacijska ribonukleinska kislina 
NF-κB jedrni faktor kapa B 
NTC  vdolbina na mikrotitrski plošči brez dodanega vzorca  
p202 protein 202 
PAMP za patogene značilni molekularni vzorci 
PARP ADP-ribozna polimeraza 
PBS izotonični fosfatni pufer  
PCR  verižna reakcija s polimerazo  
PRR receptorji za prepoznavo molekularnih vzorcev  
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qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
RIG-I retinojska kislina inducirajoč gen 1  
RLRs RIG-I podobni receptorji  
RNA ribonukleinska kislina  
ssRNA/DNA enovijačni RNA/DNA  
STING protein, stimulator interferonskih genov  
TLR tollu podobni receptorji  
TNF-α tumor nekrotizirajoči faktor alfa 
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Celice imunskega sistema, ki s fagositozo zaobjamejo bakterije ali tuje snovi in jih s 
pomočjo prebavnih encimov razgradijo.  
Celice 
pomagalke T 
Podvrsta limfocitov T. Posredujejo informacijo o prisotnosti patogenov celicam 
ubijalkam. Spodbudijo limfocite B, da ti izločajo protitelesa. 
Nekroza 
Neprogramirana celična smrt, ki jo povzročijo različni dražljaji iz okolja. Razlitje 
vsebine celice tekom nekroze povzroči vnetni odziv.  
Piroptoza 
Celična smrt, ki povzroči vnetni odziv. Povzroči jo nastanek inflamasoma in aktivacija 
kaspaze-1. Piroptoza je oblika regulirane nekroze. 
Citostatiki 
Citotoksične učinkovine, uporabljene pri zdravljenju raka s kemoterapijo, ki delujejo 
protitumorsko na vse hitro deleče se celice.  
Elektroporacija 
Fizikalna metoda, pri kateri celice ali tkivo izpostavimo zunanjemu električnemu 
polju, z namenom vnosa molekul v celice, ki se spontano ne prenesejo skozi 
membrano. 
Citokini 
Glikoproteini z majhno molekulsko maso, ki avtokrino in parakrino posredujejo 
informacije med celicami imunskega sistema in drugih tkiv. 
Ekspresija 
Izražanje gena, pri čemer se DNA najprej prepiše v mRNA-molekulo, ta pa se prevede 
v proteine v celici ali na njeni površini. 
Infekcija 
Vdor bakterij ali virusov (redkeje gliv) v celice ali tkiva, ki izkoriščajo gostitelja 
oziroma njegove celične procese za lastno razmnoževanje. Prekomerno razmnoževanje 
lahko povzroči bolezenske znake. 
Antigen 
Katera koli telesu tuja snov, ki je sposobna izzvati imunski odziv in reagirati s 
protitelesi. 
Inflamasom  
Multiproteinski citoplazemski kompleks, ki aktivira specifične kaspaze in s tem vodi v 
procesiranje in izločanje vnetnih citokinov. 
Avtoimunost 
Pridobljena imunost proti telesu lastnim antigenom, normalno izraženim na celicah in 
tkivih. 
Apoptoza 
Programirana celična smrt, pri kateri se porablja energija. Značilni morfološki znaki za 
apoptozo so krčenje celice, fragmentacija citoplazme in jedra, nastanek apoptotskih 
telesc ter razgradnja v fagocitih. 
Rak  
Skupina bolezni, katerih glavna značilnost je nenadzorovana rast spremenjenih, 
mutiranih celic. 
Imunogenost Sposobnost povzročitve imunskega odziva. 
Transfekcija 
Vnašanje tuje molekule DNA v celico, ki mu lahko sledi ekspresija enega ali več 
genov iz te DNA oziroma prenos tuje DNA v celice evkariontskega prejemnika. 
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Gensko zdravljenje je eden od novejših pristopov zdravljenja različnih bolezni. Z vnosom 
nukleinskih kislin v celico lahko popravimo napako ali pa celici dodamo novo funkcijo. 
Ena od metod vnosa nukleinskih kislin je genski elektroprenos, pri čemer za vnos genov 
uporabljamo elektroporacijo. Celice izpostavimo električnim pulzom, zaradi česar pride do 
strukturnih sprememb v celični membrani. Membrana postane bolj propustna in v celico 
lahko vstopijo tudi tiste molekule, ki same ne prehajajo skozi membrane. Če izberemo 
primerne parametre, je elektroporacija reverzibilen proces, pri katerem se celična 
membrana povrne v prvotno stanje, ko zaključimo z dovajanjem električnih pulzov. 
Uporabljamo jo pri vnosu molekul RNA, DNA, pa tudi peptidov in drugih majhnih 
molekul. Pri raziskavah na tumorskih celicah mišjega melanoma so ugotovili, da je genski 
elektroprenos nukleinskih kislin aktiviral citosolne senzorje DNA. Izražanje in aktivacija 
citosolnih senzorjev vodi do kaskade dogodkov, ki povzročijo programirano celično smrt, 
katere najbolj znana oblika je apoptoza (Žnidar in sod., 2016). V literaturi so zabeležene 
tudi druge vrste celične smrti, ena od njih je piroptoza (opisana po aktivaciji citosolnih 
senzorjev DNA v imunskih celicah, vendar ne v kombinaciji z elektroporacijo). Pri procesu 
piroptoze s svojo proteolitično aktivnostjo sodelujejo kaspaze. V celični membrani se 
tvorijo pore, kar omogoči prehod ionov in posledično vdor vode v celico. Ta nabrekne in 
lizira. Med lizo celice se aktivira ADP-ribozna polimeraza, ki takoj porabi ATP, proces, ki 




V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti, kateri citosolni senzorji DNA se začnejo v celici 
bolj prepisovati v  mRNA po genskem elektroprenosu plazmidne DNA (pDNA) v 
normalnih mišjih endotelijskih celicah (2H11) in keratinocitih (Kera-308). Zanimalo nas je 
tudi, ali v celici, kot odgovor na tujo DNA in povišano izražanje senzorjev DNA, pride do 
celične smrti, predvsem pa, ali se pojavi tudi piroptoza. Pri tem smo ugotavljali 
citotoksičnost vstavljanja pDNA z elektroporacijo, uspešnost transfekcije s plazmidom z 
zapisom za zeleni fluorescirajoči protein ter z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času 
določali stopnjo izražanja citosolnih senzorjev DNA in citokinov. Dodatno smo za 
dokazovanje piroptoze določali prisotnost fosfatidilserina na zunanji strani membrane z 
dodatkom fluorescentno označenega proteina aneksin V, koncentracijo zunajceličnega 
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1.2 DELOVNI HIPOTEZI 
 
Pred začetkom dela smo si postavili naslednji delovni hipotezi 
 
- Genski elektroprenos poveča izražanje genov za citosolne senzorje DNA. 
 
- Odgovor celice na povišanje izražanja genov za citosolne senzorje DNA vodi celico 
v piroptozo, imunogeno obliko celične smrti. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 IMUNSKI SISTEM IN IMUNSKI ODZIV 
 
Imunski sistem je organski sistem, ki varuje in nadzoruje delovanje organizma. Njegova 
glavna naloga je obramba pred vdori patogenov, tujkov in drugih telesu škodljivih snovi. 
Sestavljen je iz celic, tkiv in organov limfnega sistema. Imunski sistem lahko na splošno 
delimo na prirojeni in pridobljeni imunski sistem. Prirojeni ali naravni imunski sistem 
predstavlja primarno linijo obrambe, je evolucijsko starejši, nespecifičen, vendar je njegov 
odziv hiter. Pridobljeni imunski sistem temelji na zaznavi antigenov, ki jih prepoznajo 
protitelesa, ki se proizvajajo s pomočjo limfocitov B. Njegov odziv je počasnejši od 
prirojenega in lahko traja tudi nekaj tednov. Pridobljeni imunski sistem ima spomin, ki 
omogoči hitrejši odziv ob ponovni izpostavitvi antigenom (Lydyard in sod., 2011).  
 
Prirojeni imunski sistem prepozna patogene preko za patogene značilnih molekularnih 
vzorcev (PAMP). Mednje sodijo nukleinske kisline patogenov, lipopolisaharidi, flagelini, 
peptidoglikani idr. PAMP zaznajo receptorji za zaznavanje specifičnih vzorcev (PRR), ki 
jih razvrščamo v več družin:  
- Tollu podobni receptorji (TLR);  
- citosolni RIG-I podobni receptorji (RLR);  
- NODu podobni receptorji (NLR);  
- transmembranski receptorji lektina C (CLR);  
- AIM2 podobni receptorji (ALR).  
 
Receptorji PRR so citosolni ali transmembranski proteini, slednji se nahajajo na zunanji ali 
na endosomski membrani. Med seboj se razlikujejo glede na lokacijo v celici, po tipu 
PAMP, ki ga prepoznajo, in po tipu imunskega odziva, ki ga povzročijo. Poleg PAMP pa 
PRR prepoznajo tudi druge vzorce, npr. molekularne vzorce, značilne za poškodbo 
(DAMP). Med DAMP sodijo molekule, kot so histoni, proteini toplotnega šoka, sečna 
kislina, ATP idr. Čeprav se PAMP in DAMP razlikujeta, je vzorec vnetnega odziva 
podoben, in sicer infiltracija makrofagov in nevtrofilcev ter sprostitev citokinov, npr. 
tumor nekrotizirajočega faktorja alfa (TNF-α) in drugih interlevkinov (IL). Jakost odziva 
imunskega sistema je odvisna od koncentracije PAMP ali DAMP (Ishii in Tang, 2014).  
  
2.1.1 Imunsko zaznavanje nukleinskih kislin 
 
Za nukleinske kisline je že dalj časa znano, da so imunogene, tj. da sprožijo aktivacijo 
imunskega sistema. Isaacs in sod. (1963) so izvedli študijo, kjer so dokazali, da nukleinske 
kisline virusnega izvora, ki so jih vnesli v mišje fibroblaste, lahko povzročijo produkcijo 
interferona (IFN), citokina prirojenega imunskega sistema (Isaacs in sod., 1963). Vsi 
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mikroorganizmi vsebujejo DNA ali RNA, ki se razlikuje v sekvenci, strukturi ter motivih 
DNA. Na podlagi teh razlik se aktivirajo različni PRR. Poleg tuje DNA pa PRR prepoznajo 
tudi lastno DNA. Kopičenje lastne DNA v celici lahko povzroči nastanek avtoimunske 
bolezni (Wu in Chen, 2014, Desmet in Ishii, 2012).  
 
 
Slika 1: Pregled znotrajcelične zaznave nukleinskih kislin. ssRNA: enoverižna RNA, dsRNA: dvoverižna 
RNA, pDC: plazmacitoidna dendritična celica (Desmet in Ishii, 2012). 
 
2.1.2 Citosolni senzorji DNA 
 
PAMP ali DAMP so aktivatorji prirojenega imunskega sistema. V različnih celičnih tipih, 
kot so makrofagi in dendritične celice, so se evolucijsko razvili različni PRR, ki 
prepoznajo specifične PAMP. Večina teh celic ob prepoznavi PAMP sproži signalne poti, 
ki vodijo do nastanka IFN tipa I in citokinov, kot je IL-1β (Barber in sod., 2011). 
 
Prvi odkriti PRR je bil TLR9, ki je del družine endosomskih senzorjev TLR. TLR9 
prepozna nemetilirane motive CpG, ki so značilni za bakterije. Trenutno je znanih 10 
človeških TLR, ki zaznajo lipopolisaharide, vgrajene v celično steno po gramu negativnih 
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bakterij, virusno RNA, kot tudi nemetilirane motive CpG na DNA. Večina senzorjev TLR 
preko adaptorskega proteina MYD88 aktivira različne signalne poti. Samo TLR3 preko 
adaptorskega proteina TRIF aktivira signalno pot TBK-IKK-IRF3, ki vodi v sintezo IFN 
tipa I. TLR7 in TLR9 aktivirata signalno pot IKK-IRF7, ki vodi v produkcijo IFN tipa I. 
TLR7, TLR8 in TLR9 pa preko MYD88 lahko aktivirajo poti IKK-NF-κB in MAPK-AP1. 
Obe signalni poti povzročata sintezo vnetnih citokinov (Desmet in Ishii, 2012). V 
nadaljevanju magistrske naloge se bomo osredotočili na citosolne senzorje DNA.  
 
RLR so citosolni senzorji, ki so del družine DExD/H.BOX-helikaz, med katere spadajo 
RIG-I, MDA5 in druge DexD/H-BOX-helikaze. RLR se izražajo tako v imunskih kot tudi 
v neimunskih celicah. Njihove signalne poti so vezane na adaptorski protein IPS1, 
interakcija med RLR in IPS1 vodi v sintezo IFN tipa I in vnetnih citokinov. RIG-I se 
povezujejo tudi z adaptorskim proteinom ASC, kar vodi v aktivacijo kaspaze-1 in v 
produkcijo IL-1β. Dodatno se RIG-I povezuje tudi z adaptorskim proteinom STING, kar 
lahko vodi v produkcijo vnetnih citokinov in IFN tipa I. Adaptorski protein STING je 
pomemben del obrambe gostitelja proti virusni DNA. Raziskave na miših so pokazale, da 
so bile miši s pomanjkanjem proteina STING dovzetnejše za virusne bolezni. STING je 
povezan s senzorji RIG-I, GAS, DDX41, DAI in P204. Slednji povzročijo transkripcijo 
IFN tipa I (Wu in Chen, 2014).  
 
DHX9 je del družine DexD/H-BOX-helikaze. DHX9 ima regulatorno vlogo pri podvajanju 
DNA, prepisovanju, prevajanju, pri procesiranju RNA in mikroRNA. DHX9 povezujejo z 
različnimi vrstami bolezni, zaradi česar je pogosto predmet različnih raziskav (Lee in 
Pelletier, 2016).  
 
Eden od članov družine DexD/H-BOX-helikaze je tudi DDX60. Odkrili so ga z analizo 
genov s pomočjo metode mikromrež v dendritskih celicah z virusno infekcijo. DDX60 -
helikazna domena se lahko veže na virusno RNA ali DNA. V primeru virusa hepatitis C 
(HCV) so odkrili povezavo med DDX60 in RIG-I; DDX60 z vezavo na HCV povzroči 
aktivacijo RIG-I, kar zmanjša razmnoževanje virusa (Oshiumi in sod., 2015). 
 
V primerjavi z večino PRR AIM2 ne povzroča aktivacije IFN tipa I, temveč povzroči 
aktivacijo inflamasoma. Inflamasom je sestavljen iz treh ključnih molekulskih tipov: 
senzorja, adaptorja in efektorja. Senzor prepozna prisotnost molekul ali patogenov v 
celičnem okolju, adaptorski protein prenese signal do efektorja preko interakcije protein-
protein. Efektor je kaspaza-1, ki spremeni neaktivno obliko vnetnih citokinov ali 
gasdermina D v aktivno obliko, kar vodi do izločanja citokina Il-1β in pripelje celico v 
smrt. Inflamasom je značilen za vnetne oblike celične smrti, med katerimi je piroptoza 
(Wang in Qian, 2017). 
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AIM2 je del družine ALR, kamor sodi tudi IFI16. Oba vsebujeta pirinsko domeno in se 
vežeta z adaptorsko domeno ASC. AIM2 zazna bakterijsko ter virusno DNA, ob poškodbi 
jedrnega ovoja pa lahko zazna tudi lastno celično DNA (Lugrin in Martinon, 2017).  
 
IFI16 je citoplazemski protein, ki se na virusno DNA odzove s povečano produkcijo IFN 
tipa I. V keratinocitih IFI16 in cGAS sodelujeta pri aktivaciji STING kot odgovor na 
virusno DNA. Pomen IFI16 pri odzivu na infekcijo je bil dokazan v številnih raziskavah 
prirojenega imunskega odziva na virusne DNA. Študije so bile izvedene na epitelijskih 
celicah in fibroblastih, ki so bile okužene z virusom HSV-1, in pri okužbah z  bakterijami 
kot je Listeria monocytogenes (Almine in sod., 2017). 
 
Protein 202 je mišji senzor DNA, član družine ALR, kamor spadata tudi AIM2 in IFI16. V 
primerjavi z drugimi člani p202 nima pirinske domene, s katero bi se vezal na ASC in 
posledično ne more aktivirati inflamasoma. Na podlagi raziskave Roberts in sod. leta 2009 
raziskovalci domnevajo, da p202 tekmuje z AIM2 za vezavo na DNA. V primeru utišanja 
p202 naj bi prišlo do povišane ekspresije kaspaze-1 in -3. Direktna povezava med AIM2 in 
p202 sicer ni bila dokazana, vendar so rezultati raziskave pri treh mišjih sevih, C57BL/6, 
BALB/C in NZB, pokazali, da je pri višjem izražanju aim2 prišlo do aktivacije kaspaz, 
medtem ko se pri višjem izražanju p202  kaspaze niso aktivirale (Ishii in Tang 2014).  
 
Preglednica 1: Kratek opis citosolnih senzorjev DNA: njihova lokacija v celicah, zaznava patogenov, odziv 
in pomembni adaptorski proteini v signalni poti (Desmet in Ishii, 2012; Wu in Chen, 2014, Barber in sod., 
2011, Oshiumi in sod., 2015, Lee in Pelletier, 2016). 
Biološki senzorji 
DNA 




dsDNA virusov, bakterij,  
protozojev 




ssRNA virusov, DNA 
virusov, bakterije 
IFN tip I 
 
STING, MAVS 
DDX60 Citoplazma RNA-virusi, DNA-virusi 
IFN tip I 
 
MAVS 
DHX9 Citoplazma RNA-virusi, DNA-virusi IFN tip I MyD88 
AIM2 Citoplazma DNA-virusi, bakterije IL-1β, IL-18 ASC 
GAS Citoplazma DNA- virusi IFN tip I STING 
DAI Citoplazma DNA- virusi, DNA bakterij 
IFN tip I in TNF-
α, IL-6 
STING, RIP1/3 
DDX41 Citoplazma DNA-virusi, bakterij IFN tip I STING 




IFI16/p204 Citoplazma DNA- virusi, DNA bakterij IFN tipa I STING, ASC 
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2.1.3 Citokini  
 
Citokini so majhni proteini, ki jih sproščajo skoraj vsi celični tipi ter imajo specifičen 
učinek na interakcije in komunikacije med celicami. Citokini imajo avtokrino, parakrino 
ali endokrino delovanje. Primarno sodelujejo pri odgovoru gostitelja na bolezni ali 
infekcije. Splošno  jih delimo na citokine, ki povzročajo vnetje, in tiste, ki ga zavrejo. 
Največ jih izločajo celice pomagalke T in makrofagi. Ob aktivaciji makrofagi sprostijo 
vnetne citokine, ki sodelujejo v regulaciji vnetja (Zhang in sod., 2007).  
 
Velika družina citokinov, s pomembno vlogo pri prirojenem imunskem sistemu, so IFN. 
Poimenovali so jih na podlagi njihovega delovanja ob virusni okužbi, kjer preprečijo 
virusno razmnoževanje. IFN razlikujemo glede na strukturo njihovih receptorjev in jih 
delimo na tri razrede: IFN tip I, IFN tip II in IFN tip III. Večina celičnih tipov lahko 
proizvaja in se odzove na IFN tip I (Yarilina in Ivashkiv, 2010). V primeru virusne okužbe 
PRR prepoznajo viruse in celice začnejo proizvajati IFN-α in IFN-β, ki se vežeta na 
okužene celice in povzročita sintezo protivirusnih proteinov, ki omejijo proizvodnjo 
virusov v celici. Vežeta se lahko tudi na zdrave celice in povzročita sintezo protivirusnih 
proteinov za zaščito neokuženih celic. IFN-α in IFN-β lahko aktivirata tudi naravne celice 
ubijalke, ki sproščajo IFN-γ (IFN tip II), ki aktivira fagocite in druge celice ubijalke, ki 
sodelujejo pri sistemskem odstranjevanju z virusom okuženih celic. Makrofagi in naravne 
celice ubijalke torej sodelujejo pri odzivu prirojenega imunskega sistema (Sompayrac, 
2019). 
 
Interlevkin so druga velika skupina citokinov z raznolikimi funkcijami. Večina ima vlogo 
rastnega faktorja za limfocite ali pa so del imunskega odziva. Družina vnetnih citokinov je 
velika in mednje spada več kot 18 citokinov iz skupine IL. Med njimi so: IL-2, IL-6, IL-10, 
IL-11, IL-17 in drugi. Večina teh citokinov spodbuja vnetje, nekateri imajo tudi dvojno 
funkcijo, kar pomeni, da lahko glede na signal povzročajo ali/in zavirajo vnetje. Njihovo 
pomanjkanje lahko vodi do spontanih vnetnih bolezni. Med pomembne vnetne citokine 
prištevamo IL-1β, ki ga večinoma sproščajo monociti in makrofagi, vendar pa ga lahko 
sproščajo tudi celice, ki niso del imunskega sistema, kot so fibroblasti in endotelijske 
celice. Sproščajo ga v primeru poškodbe, infekcije, vdora patogenov in vnetja. Tudi TNF-α 
je pomemben vnetni citokin, ki je ohranil svoje ime kot biološki opis svojega delovanja. 
Sodeluje pri odstranjevanju tumorskih celic in celic, okuženih z virusi. IL-1β in TNF-α 
imata podobno delovanje in povzročata kaskado dogodkov, ki vodijo v vnetje in poškodbo 
tkiva. TNF-α lahko aktivira NF-κB, ki vodi v sintezo novih proteinov, ki lahko sprožijo 
celično proliferacijo ali povzročajo celično smrt (Dinarello, 2000, Zhang in sod., 2007). 
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2.2 GENSKO ZDRAVLJENJE 
 
Prvi osnutek sekvence humanega genoma je bil objavljen leta 2001, čemur je sledilo lažje 
iskanje dednih genetskih bolezni (Lander E.S., 2001). Do leta 2015 je bilo ugotovljenih 
3674 bolezenskih fenotipov, večina je bila posledica mutacije enega gena in bi jo bilo 
mogoče enostavno odpraviti z genskim zdravljenjem.  
 
Pri genski terapiji se uporabljajo trije glavni pristopi zdravljenja bolezni: 
- zamenjava mutiranega gena, ki povzroča bolezen, z zdravim genom; 
- utišanje mutiranega gena; 
- vnos novega gena, ki pomaga pri zdravljenju bolezni. 
Zaradi velikega števila bolnikov z rakom je največ kliničnih študij namenjenih zdravljenju 
rakavih obolenj. Se pa vedno več raziskav posveča tudi drugim boleznim, kot je 
Parkinsonova bolezen, ter raznim infekcijskim boleznim, kjer raziskujejo nove tehnike 
konstruiranja imunskih celic in gensko izražanja protiteles ter receptorjev za patogene 
(Collins in Thrasher, 2014).   
 
Gensko zdravljenje lahko razdelimo na več podvrst: 
- nadomestitev okvarjenega gena: vnesemo terapevtski gen, ki nadomesti okvarjen 
gen; namenjena je predvsem za zdravljenje dednih bolezni;  
- genska kemoterapija: vnesemo gen z zapisom za encim, ki v tumorjih pretvori 
zdravilo v aktivno obliko; zaradi lokalnega učinka zdravila ima to manj stranskih 
učinkov;  
- genska imunoterapija: vnesemo gene, ki nosijo zapis za proteine patogenov, 
alergenov, tumorjev ali normalne človeške proteine za zdravljenje infekcijskih bolezni, 
raka ali avtoimunskih bolezni; 
- antiangiogena genska terapija: vnesemo gene, katerih produkti zavirajo nastanek 
novih žil tumorja (Sedej in Rožman, 2014, Dolinšek in sod., 2015). 
Za vnos genov za namene genske terapije uporabljamo virusne in nevirusne vektorje. 
Virusni vektorji so spremenjeni oz. oslabljeni na način, da ne vsebujejo virulenčnih genov. 
Kljub temu pa lahko v celici pride do obnovitve njihove virulence, kar povzroči močan 
imunski odziv. Dodatno lahko virusni vektorji aktivirajo onkogene ali onemogočijo 
prepisovanje tumor supresorskih genov in povzročijo nastanek rakavih celic. Kot virusne 
vektorje uporabljamo retroviruse, adenoviruse, adenovirusom podobne vektorje, herpes-
viruse, lentiviruse, poksviruse idr. Največja prednost virusnih vektorjev je visoka 
učinkovitost prenosa genetskega materiala v celice (Murakami in Sunada 2011, Sedej in 
Rožman, 2014). 
 
Nevirusne metode (slika 2) vnosa genov temeljijo na vnosu genov s pomočjo fizikalnih, in 
kemičnih metod ter plazmidov. Z mehansko, električno, ultrazvočno in lasersko energijo 
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povzročimo nastanek por, ki omogočijo vnos genetskega materiala, ki drugače ne more 
skozi membrano. Z endocitozo pa lahko vnesemo liposome ali polimere, ki vsebujejo 
terapevtske gene, ki jih želimo vnesti v celice. Slabost teh metod je nizka genska 
ekspresija. Posledično je s tem učinkovitost zdravljenja manjša (Murakami in Sunada 
2011, Sedej in Rožman, 2014). 
 
Fizikalna metoda elektroporacije (EP) je ena od nevirusnih metod vnosa genetskega 
materiala v celice. Prvo študijo, kjer so z njeno pomočjo uspešno vnesli DNA in povzročili 
ekspresijo v celicah, je leta 1982 objavil Neumann s sodelavci (Neumann in sod., 1982).  
  
 
Slika 2: Prikaz nevirusnih metod vnosa genov (Niidome in Huang, 2002). 
 
2.2.1 Metoda genskega prenosa plazmidnega DNA z elektroporacijo  
 
Fosfolipidni dvosloj celične membrane ima hidrofilno zunanjost in hidrofobno notranjost, 
kar pomeni, da polarne molekule, kot je DNA, ne morejo prosto prehajati skozi membrano. 
EP, kot ena od nevirusnih metod vnosa, za kratek čas omogoči prepustnost membrane za 
snovi, ki drugače v celico ne bi mogle prehajati (zdravila, proteini, DNA, RNA in ioni). 
Lahko se uporablja za vse vrste celic. Učinkovita je tudi pri vnosu pDNA v nekatera tkiva 
in vivo, zaradi česar se pogosto uporablja v medicinskih raziskavah (Lambricht, 2015). 
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Mehanizem prenosa pDNA z EP še ni povsem pojasnjen. Najverjetneje se zaradi delovanja 
zunanjega električnega polja na celico tvorijo pore v celični membrani. Nekaj molekul 
vode vstopi v lipidni dvosloj, kar vodi do orientacije polarnih glav proti vodi, zaradi česar 
nastanejo začasne pore. Ta dogodek se lahko zgodi tudi spontano, vendar je redek, 
termodinamično nestabilen in reverzibilen. Med EP izpostavitev celične membrane 
električnemu polju polarizira membrano in s tem zniža potrebno energijo za vstop vode v 
dvosloj (Lambricht, 2015).  
 
Endocitoza je druga pot vstopanja molekul z EP. Večje molekule, kot je pDNA, lahko 
celica prepozna zaradi naboja ali velikosti. V notranjost celice se prenesejo prek različnih 
endocitotskih poti. Katera od poti bo prevladala, določa velikost pDNA (Rosazza, in sod., 
2016).  
 
Za izvedbo EP je potreben generator električnih pulzov z elektrodami. Pomembni elementi 
uspešnega prenosa so: število in trajanje pulzov ter napetost med elektrodama. Pri prenizki 
napetosti in majhni amplitudi električnih pulzov ne pride do vnosa pDNA. Obratno pa 
lahko pri močnejši napetosti pride do nepopravljive poškodbe membrane, ki vodi v celično 
smrt. Poleg prej omenjenih parametrov so pomembne še oblika in velikost celic, velikost 
plazmida, prevodnost medija ter oblika elektrode (Lambricht, 2015). 
 
Vnos genskega materiala s pomočjo elektroporacije so poimenovali genski elektroprenos 
(GET).  GET so prvotno preskušali in vivo na koži (Titomirov in sod., 1991), nato v jetrih 
(Heller in sod., 1996), možganskem tumorju (Nishi in sod., 1996), testisih (Muramatsu in 
sod., 1997a), piščančjih embrijih (Muramatsu in sod., 1997b), roženici (Oshima in sod., 
1998), skeletnih mišicah (Aihara in sod., 1998) in melanomu (Rols in sod., 1998). Kasneje 
so metodo preizkusili tudi na drugih tkivih (Murakami, 2011). Pri  GET se geni 
najpogosteje vnašajo v obliki plazmidov. Plazmidi so majhne krožne molekule DNA, ki se 
podvajajo neodvisno od kromosomske DNA (Millan in MacLean, 2017). Poleg tarčnega 
genetskega zdravljenja, ki ga dosežemo z vnosom plazmidne DNA, s specifičnim zapisom 
za terapevtski protein ali shRNA, pa so raziskovalci opazili, da ima lahko terapevtski 
učinek že sama vstavitev praznega plazmida (brez zapisa za terapevtski protein/shRNA). 
Vnos plazmida brez zapisa za specifične gene v rakave celice sproži imunski odziv, ki 
deluje protitumorsko (Bošnjak in sod., 2018a).  
 
EP se v medicinskih raziskavah večinoma uporablja predvsem pri DNA-vakcinah. Večina 
DNA-vakcin vsebuje pDNA. Pri DNA-vakcinah se v celice ali tkiva vnese plazmide z 
zapisom za virusni antigen. V celicah se pDNA prepiše in prevede v virusni antigen. Ta se 
nato s pomočjo dendritskih celic prenese v limfni vozel, kjer je prisotnih največ celic T, 
kar povzroči aktivacijo imunskega odziva. DNA-vakcine se uporabljajo pri infekcijskih 
boleznih, rakavih obolenjih, artritisu, multipli sklerozi in vnetjih, ki so posledica 
transplantacije organa. Metoda prenosa DNA-vakcin ob sočasni uporabi EP je pokazala 
Ugrin M. Izražanje senzorjev DNA in določanje celične smrti po genskem elektroprenosu plazmidne DNA na normalnih mišjih celicah. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
  
   
11 
 
visoko učinkovitost aktivacije imunskega sistema. V okuženih ali rakavih celicah 
kombinacija DNA-cepiv z EP spodbuja nastanek vnetnih citokinov. Zaradi številnih 
prednosti so DNA-cepiva obetaven pristop za zdravljenje raka, infekcijskih bolezni, 
povezanih z bakterijami in virusi, ter drugih bolezni. Klinične študije, ki raziskujejo 
možnosti zdravljenja raka z vnosom DNA-cepiv z EP, so osredotočene predvsem na 
pDNA, z zapisom za tumorske antigene ali citokine (Lambricht, 2015). 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz poteka GET v tkiva (Lambricht, 2015). 
 
Dobra stran uporabe GET za vnos pDNA je, da sproži manj specifičnega imunskega 
odgovora v primerjavi z adenovirusnim vektorjem. Slabost GET pa je možnost poškodbe 
celice ali celo celična smrt, če so električne napetosti previsoke (Lambricht, 2015). Slabost 
izvedbe tehnike in vivo je tudi uporaba dragih, kompleksnih aparatov in povzročanje 
lokalnih akutnih bolečin zaradi električnih pulzov (Yarmush in sod., 2014, Sällberg in sod. 
2015). 
 
Poleg GET pa se EP v medicinske namene uporablja tudi kot elektrokemoterapija (ECT), 
metoda lokalnega zdravljenja v onkologiji. Osnovni princip ECT je uporaba EP za prenos 
slabo topnih citostatikov v celice. S povečanjem prenosa citostatikov skozi membrane se 
poveča njihov citotoksičen učinek; torej se lahko z uporabo nizkih koncentracij zdravil 
izognemo splošni sistemski toksičnosti. ECT so preizkusili na različnih modelih tumorjev. 
Delež uspešnosti zdravljenja je bil predvsem odvisen od vrste raka. Od leta 2006 se ECT 
uporablja v standardnih kliničnih protokolih (Campana in sod., 2018).  
 
2.3 CELIČNA SMRT 
 
Človeško telo vsebuje več kot 1014 celic, od katerih se jih s celično smrtjo dnevno 
odstranjuje več milijonov. Programirana celična smrt je pomemben del fiziološkega 
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procesa, medtem ko lahko nenadzorovana celična smrt, ki nastane zaradi stresa, infekcije 
ali poškodbe, vodi v nadaljnjo poškodbo tkiv. Vnetje je eden od odzivov imunskega 
sistema na infekcijo ali poškodbo tkiv in je pomemben del procesa obrambe gostitelja ter 
obnavljanja tkiv. Veliko let so raziskovalci mislili, da je apoptoza edina oblika regulirane 
celične smrti, medtem ko nekrozo povzročijo zunanji dejavniki, torej naj je celica ne bi 
regulirala. Vendar so genetske in biokemijske raziskave pokazale, da obstaja tudi 
regulirana oblika nekroze. Dejavniki, za katere je veljajo, da povzročijo le apoptozo, lahko 
povzročijo tudi nekrozo. To so prisotnost citokinov, visoka temperatura, sevanje in 
patogeni. Signalne poti, ki vodijo do nekroze ali apoptoze, se prepletajo in tako lahko pride 
do preklapljanja med njimi. Raziskave normalnega razvoja organizma med embriogenezo, 
med obnavljanjem tkiv in med imunskim odzivom so pokazale, da se tekom teh procesov 
lahko pojavi tudi regulirana nekroza. Posledice nekroze in apoptoze so za organizem 
različne (Pasparakis in Vandenabeele, 2015, Proskuryakov in sod., 2003).  
 
Po začetku procesa celične smrti se lahko sprožijo intrinzični mehanizmi, ki omogočijo 
komunikacijo celic v okolici ali tkivu. Celice v apoptozi oddajajo različne signale za 
fagocite, ki povzročijo njihovo odstranitev. Celična smrt, ki pripelje do vnetja, je ključnega 
pomena pri aktivaciji primernega imunskega odziva. Vnetje lahko povzročijo prek 
izločanja vnetnih citokinov različne oblike regulirane nekroze, kot je npr. piropotza. 
Nasprotno pa makrofagi s prevzemom apoptotskih telesc zavirajo vnetne posrednike in 
tako do vnetja ne pride (Fink in Cookson, 2005).   
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Slika 4: Prikaz celičnih poti, ki vodijo v celično smrt (Fink in Cookson, 2005). 
 
Pri uravnavanju apoptoze in piroptoze imajo pomembno vlogo kaspaze, ki pa pri 
neregulirani nekrozi niso prisotne.  
 
Kaspaze lahko na splošno delimo v dve skupini:  
- kaspaze, povezane z apoptozo: kaspaza-2,-3,-6,-7,-8,-9 in -10; 
- kaspaze, povezane s piroptozo, ali vnetne kaspaze: kaspaza-1,-4,-5,-13 in -14, pa 
tudi mišja kaspaza-11 in -12).  
Kaspaze, ki so vpletene v apoptozo, lahko razdelimo na iniciacijske kaspaze (-2, -8, -9, -
10) in efektorske kaspaze (-3, -6, -7). Iniciacijske kaspaze povzročijo aktivacijo efektorskih 
kot odziv na nek dogodek znotraj celice, npr. poškodbo DNA. Aktivacija efektorskih 
kaspaz povzroči sprostitev selektivnih tarčnih proteinov, ki ustvarijo morfološke in 
Ugrin M. Izražanje senzorjev DNA in določanje celične smrti po genskem elektroprenosu plazmidne DNA na normalnih mišjih celicah. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
  
   
14 
 
biokemijske lastnosti, povezane z apoptozo (slika 4). Vnetne kaspaze pa nimajo 
iniciatorskih in efektorskih lastnosti. Najbolje opisana vnetna kaspaza je kaspaza-1, katere 
primarna vloga je aktiviranje citokinov, IL-1β in IL-18, med vnetnim odgovorom. Eden od 
pomembnih, od kaspaze odvisnih procesov, je izpostavitev fosfatidilserina (PS) na zunanjo 
stran celične membrane. PS je pri zdravih celicah nameščen v notranjosti plazemske 
membrane. V apoptostkih celicah se lokacija spremeni. PS se premesti na zunanjo stran 
celične membrane in je prepoznavni signal za fagosome, da ga ta »objame«. Mehanizem 
izpostavitve PS s pomočjo kaspaz še ni povsem pojasnjen (Fink in Cookson, 2005, Miao in 
sod., 2013).  
 
Zaradi metodoloških omejitev so bile prvotno opazovane razlike med celičnimi smrtmi 
možne le z uporabo svetlobnih mikroskopov. Prepoznalo se je nekaj morfoloških 
značilnosti, na primer celično fragmentacijo (Galuzzi in sod. 2009). Danes se za splošni 
vpogled v celično smrt še vedno uporablja svetlobni mikroskop. Poleg različnih tehnik 
barvanja, s katerimi lahko izboljšamo vpogled v celično strukturo, lahko za določanje 
celične smrti, uporabljamo fluorescenčno mikroskopijo in pretočno citometrijo (Koç in 




Izraz apoptoza je z opisom morfoloških značilnosti procesa med razvojem embrija, med 
normalno zamenjavo celic v zdravih tkivih in hormonsko odvisne atrofije, predlagal Kerr s 
sod. leta 1972 (Kerr in sod., 1972). Morfološke lastnosti apoptoze, ki jih lahko zaznamo 
pod mikroskopom, so jedrna in citoplazemska kondenzacija ter celična fragmentacija. 
Fragmente ali apoptotična telesca prevzamejo druge celice in jih razgradijo v fagosomih. 
Apoptoza je aktiven, programiran celični proces, ki za razliko od nekroze in piroptoze ne 
povzroča vnetij. Apoptoza je del normalnega razvoja organizma, lahko pa je tudi posledica 
okužbe celice s patogeni ali izpostavljenosti toksinom. Do sedaj je bilo opisanih veliko 
število patogenov, ki sproščajo toksine, s katerimi povzročajo nastanek por ali inhibirajo 
sintezo proteinov, kar vodi v apoptozo celice. Lahko jo sprožijo tudi nekateri paraziti in 




Nekroza je celična smrt, ki nastane zaradi različnih dražljajev iz okolja: patogenih 
organizmov (bakterije, virusi, glive), pomanjkanja kisika, visoke temperature ali 
izpostavitve sevanju. Pri nekrozi pod mikroskopom opazimo nabrekanje celice, povečanje 
mitohondrijev in endoplazemskega retikuluma ter nastanek vakuol v citoplazmi. Ključno 
vlogo pri razgradnji celičnih organelov imajo lizosomske proteaze. Po lizi celice se vsebina 
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nekrotične celice sprosti in poleg poškodb, ki jih povzroči okoliškim celicam, povzroči tudi 
vnetni odziv (Niemann in Rohrbach, 2016).  
 
Med regulirane oblike nekroze prištevamo piroptozo, nekroptozo in onkozo. Nekroptoza in 
piroptoza sta občutljivi za proteine, ki tvorijo pore v membranah, kot so gasdermin D in 
kinazam podobni proteini (MLKL), in posledično povzročijo razpad membrane (Fink in 




Piroptoza je oblika regulirane nekroze. Beseda izhaja iz grščine: »pyro« pomeni ogenj ali 
vročina, »ptosis« pomeni padanje. Prvotno so jo poimenovali »od kaspaze-1 odvisna 
programirana celična smrt« (Bergsbaken in sod., 2009). Piroptoza je značilna za 
makrofage, monocite in dendritske celice. Glavne značilnosti so hiter razpad celične 
membrane in sprostitev vnetne celične vsebine. Celice v procesu piroptoze nabreknejo, 
zaradi česar se poruši aktinski citoskelet. Poleg kaspaze-1 lahko piroptozo povzroči še 
kaspaza-11, ki je prisotna pri miših in kaspaza-4 ali -5, ki je lahko prisotna pri ljudeh 
(Bergsbaken in sod., 2009).  
 
Eno od poti aktivacije piroptoze povzroči kaspaza-1, ki jo aktivirajo specifični PRR. PRR 
se lahko odzove na različne dražljaje kot so toksini, ki povzročijo nastanek por, visoka 
koncentracija zunajceličnega ATP, prisotnost različnih toksinov, virusne DNA, RNA, 
azbest in ultraviolično B-sevanje. Prepoznava signalov povzroči nastanek inflamasoma. 
PRR se poveže z adaptorskim proteinom ASC, ki se nato poveže s kaspazo-1. Povezava 
povzroči njeno aktivacijo. Več različnih molekul lahko tvori inflamasom, večina pa jih 
vsebuje ASC. Na oligomerizacijo ASC vplivajo nekateri PRR družine NLR (najbolj pogost 
NLR3) in AIM2. Kaspaza-1 ob aktivaciji povzroči spremembo dveh citokinov v aktivno 
obliko IL-1β in IL-18. IL-1β je endogeni pirogen, ki povzroči vročino, migracijo tkivnih 
levkocitov in ekspresijo različnih citokinov in kemokinov. IL-18 inducira produkcijo IFN-
γ in ima pomembno vlogo pri aktivaciji celic T, makrofagov in drugih celičnih tipov 
imunskega sistema. Oba tipa citokinov imata pomembno vlogo pri vnetnih in avtoimunskih 
boleznih. Funkcija kaspaze-1 je analogna aktivnosti apoptotskih kaspaz-3 in -8 pri 
nekaterih tipih celic. Aktivacija kaspaze-1 pa lahko v nekaterih primerih ob prisotnosti 
bakterijskih toksinov, ki povzročijo nastanek por v membrani, prepreči celično smrt. Pri 
raziskavi piroptoze v epitelijskih celicah so ugotovili, da nizka raven aktivacije kaspaze-1 
omogoči celično preživetje. To povzroči s stimuliranjem mehanizmov popravljanja 
membranskih por. Ob inhibiciji kaspaze-1 je pri teh celicah prišlo do celične smrti. V 
primeru, da je raven aktivacije kaspaz-1 prestopila prag, pa je celica prešla v piroptozo. 
Pod določenimi pogoji naj bi tako aktivacija kaspaze-1 predstavljala mehanizem preživetja 
celice (Fink S. in Cookson 2005, Bergsbaken in sod., 2009). Kaspaza-1 lahko ob 
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prisotnosti patogenov cepi gasdermin D. Fragment gasdermina D pa povzroči piroptozo 
tako, da v membrani naredi poro in s tem povzroči aktivacijo NLR3.  Gasdermin D lahko 
tudi povzroči lizo nekaterih bakterij, kot so Escherichia coli, Staphylococcus auerues in 
Bacillus megaterium (Fink S. in Cookson 2005). 
 
 
Slika 5: Prikaz različnih kaskadnih dogodkov, ki vodijo v piroptozo (Fink in Cookson, 2005). 
Piroptoza naj bi bila posebej pomembna pri infekcijah. Rezultati ene od raziskav so 
pokazali, da so bile miši, ki niso imele kaspaze-1 ali kaspaze-11, bolj dovzetne za virusne 
infekcije (Fink in Cookson, 2005). Dodatni značilnosti piroptoze sta povečana 
koncentracija zunajceličnega ATP in izpostavitev PS na zunanji strani celične membrane 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Eksperimentalno delo je bilo opravljeno na Onkološkem inštitutu Ljubljana, Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo. V laboratoriju je eksperimentalno delo potekalo v zaščitni 
komori z laminarnim pretokom zraka (komori LAF). S tem smo zagotovili sterilnost gojišč 
in materialov, ki smo jih pri našem delu uporabili.   
 
3.1 MIŠJE CELIČNE LINIJE 
 
Za naše eksperimentalno delo smo uporabili normalne mišje keartinocite Kera-308 in 
endotelijske celice 2H11.  
 
3.1.1 Mišji keratinociti Kera-308 
 
Mišje keratinocite Kera-308 (Cell Lines Service (CLS), Eppelheim, Nemčija) smo gojili v 
gojišču AMEM (Life Technologies, Grand Island, NY, ZDA), ki smo mu predhodno 
dodali 5 % fetalnega govejega seruma (FBS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
ZDA), 10 Mm/l L-glutamina (Thermo Fisher Scientific), 100 U/ml penicilina (Grutenhal, 
Aachen, Nemčija) in 50 mg/ml gentamicina (Krka, Novo Mesto, Slovenija). Celice smo 
inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2. 
 
3.1.2 Mišje endotelijske celice 2H11 
 
Endotelijske celice 2H11 (American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, Virginia, 
ZDA) smo gojili v gojišču ADMEM (Thermo Fisher Scientific), ki smo mu predhodno 
dodali 5 % fetalnega govejega seruma (FBS, Thermo Fisher Scientific), 10 Mm/l L-
glutamina (Thermo Fisher Scientific), 100 U/ml penicilina (Grutenhal) in 50 mg/ml 
gentamicina (Krka). Celice smo inkubirali pri  37 °C in 5 % CO2. 
 
3.2 PLAZMID VAX IN PLAZMID GFP 
 
Za GET smo uporabili plazmid VAX1 (pDNA, Thermo Fisher Scientific). pDNA je 3,0 kb 
velik vektor, ki je komercialno dostopen in izdelan z namenom vnašanja tarčnih genov v 
plazmid, za razvoj DNA-vakcin. Vsebuje CMV-promotor in ima zapis za odpornost proti 
kanamicinu. Pri eksperimentih smo uporabljali koncentracijo plazmida 2 mg/ml, le pri 
testu citotoksičnosti smo dodatno testirali še koncentracijo 1 mg/ml in 3,5 mg/ml. 
Koncentracijo in čistost plazmida smo preverili s spektrofotometrom (Epoch Microplate 
Spectrophotometer, Take3™ Micro-Volume Plate, BioTek, Bad Friedrichshall, Nemčija).  
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Za poskuse uspešnosti transfekcije smo uporabili plazmid CMV-EGFP-N1 (pGFP, BD 
Biosciences Clontech, Palo Alto, ZDA). Sestavljen je iz komplementarnega 
oligonukleotidnega zaporedja, z zapisom za zeleni fluorescirajoči protein (GFP) in je pod 
nadzorom CMV-promotorja ter ima zapis za odpornost proti kanamicinu. Pri poskusih smo 
uporabljali koncentracijo 1 mg/ml. 
 
3.3 GENSKI ELEKTROPRENOS 
 
Plazmid pDNA oz. pGFP smo vnesli v celice z elektroporacijo. Najprej smo pod 
mikroskopom preverili rast celic (2H11 ali Kera-308). Uporabili smo jih, ko so prerasle 80 
% površine petrijevke. Najprej smo jim odpipetirali tekoče gojišče in ga shranili v 
centrifugirko. Na petrijevko smo dodali 7 ml tripsina ter počakali, da so se celice odlepile 
od podlage. Za inaktivacijo tripsina, smo na petrijevko dodali prej odstranjeno tekoče 
gojišče. Celotno vsebino petrijevke smo prenesli v centrifugirko in centrifugirali (Thermo, 
Heareus multifuge 1S-R centifure) 5 minut pri sobni temperaturi pri 1500 vrt./min. Po 
centrifugiranju smo supernatant odlili in dodali 5 ml hladnega (4 °C) elektroporacijskega 
pufra (125 mmol/l saharoze, 10 nmol/l KHPO4, 2,5 nmol/l KH2PO4, 2 mmol/l MgCl2 x 
6H2O). Celično suspenzijo smo ponovno centrifugirali, 5 minut pri 1500 vrt./min in nato 
odstranili supernatant. Celice smo resuspendirali v 150–200 μl EP pufra in do EP celično 
suspenzijo hranili na ledu.  
 
Nato smo s pomočjo hemocitometra prešteli celice. Redčili smo jih v razmerju 1:100 (990 
μl EP pufra in 10 μl celične suspenzije). Na hemocitometer smo prenesli 10 μl redčenega 
vzorca ter prešteli celice v 4 kvadratkih pod mikroskopom.  
 






 × 104 × 𝑅         … (1) 
 
pri čemer predstavlja: 
C - število celic/ml, 
N - število preštetih celic in  
R - faktor redčitve 
 
Pri tem pa smo s pomočjo pipete ocenili volumen celične suspenzije. Po naslednji formuli 
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𝑆 = (𝐶 × 𝑉)  ÷ 1000 μl        … (2) 
 
pri čemer predstavlja: 
S - število celic v suspenziji 
C - število preštetih celic 
V - volumen celične suspenzije v μl 
 
Za eno EP je v volumnu 44 μl potrebnih 1x106 celic. Število celic v suspenziji smo 
pomnožili s 44 μl in od dobljenega volumna odšteli volumen celične suspenzije. Dobljen 
rezultat je predstavljal volumen EP-pufra, ki smo ga dodali v celično suspenzijo, da smo 
dobili koncentracijo 1x106 celic v 44 μl.  
 
Pripravili smo si toliko centrifugirk, kolikor je bilo izvedenih elektroporacij. Pomembno je 
bilo, da je bila celična suspenzija ves čas priprave na ledu. V vsako centrifugirko smo 
odpipetirali 44 μl celične suspenzije in tik pred elektroporacijo dodali 11 μl pDNA ali EP- 
pufra za kontrolo (preglednica 2). Vsebino centrifugirke smo dobro premešali s pipeto in 
smo prenesli 50 μl med sterilni elektrodi. Razmik med eletrodama je bil 2 mm. 
Elektroporirali smo z različnima EP-protokoloma, EP1 in EP2 (preglednica 3).  
 
Po EP smo elektroporirano kapljico stresli v mikrotitrsko ploščo s 24 vdolbinicami, ki je 
bila obdelana tako, da se celice ne morejo zalepiti na površino ali na petrijevke s premerom 
6 cm ter po 5 minutah dodali 1 ml oz. 3 ml gojišča. Med vsako EP smo elektrode sprali v 
70 % alkoholu in jih obrisali s sterilno gazo do suhega. Odvisno od potrebe nadaljnih 
testov smo celice prenesli s mikrotitske plošče s 24 vdolbinicami na mikrotitrske plošče s 
96 vdolbinicami. Mikrotitrske plošče smo inkubirali pri 37 °C ter 5 % CO2 in jih uporabili 
naslednje dni za nadaljnje teste.  
 
Preglednica 2: Prikaz eksperimentalnih skupin. 
Eksperimentalna skupina Çelična suspenzija in dodana snov Elektroporacija (EP) 
CTRL 44 μl celične suspenzije + 11 μl EP pufra Ne 
EP1 44 μl celične suspenzije + 11 μl EP pufra EP1- pulzi 
EP1 + pDNA 44 μl celične suspenzije + 11 μl pDNA EP1- pulzi 
EP2 44 μl celične suspenzije + 11 μl EP pufra EP2-pulzi 
EP2 + pDNA 44 μl celične suspenzije + 11 μl pDNA EP2- pulzi 
 
Preglednica 3: Prikaz parametrov za izvedbo elektroporacije po protokolu. 
 EP1  EP2  
Število pulzov (Ni) 8 6 
Trajanje pulza (Tp) 5000 μs 100 μs 
Frekvenca 1 Hz  4 Hz 
Napetost (U) 120 V 260 V 
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3.4 TRANSFEKCIJA S PLAZMIDOM GFP 
 
Učinkovitost transfekcije pri celičnih linijah 2H11 in Kera-308, smo preverili s pGFP, ki z 
zapisom za GFP. S pomočjo pretočne citometrije smo preverili uspešnost transfekcije in 
sicer delež celic, kjer se je izražal GFP ter intenziteto izražanja. Celice smo najprej 
elektroporirali po različnih protokolih, EP1 in EP2 (preglednica 3). Celice smo po EP 
prenesli v petrijevke s premerom 6 cm ter jih inkubirali pri 37 °C 24 ur.  
 
Naslednji dan smo celice pripravili za pretočno citometrijo. Po tripsinizaciji celic, smo le-
te prenesli v centrifugirko ter centrifugirali 5 min pri 1500 vrt./min. Odlili smo supernatant 
ter jih resuspendirali v 1 ml PBS (Merck, Millipore, Darmstadt, Nemčija) in ponovno 
centrifugirali. Nato smo odlili supernatant ter dodali 500 μl PBS in prenesli celice v 
epruvete. Vzorce smo odnesli na Oddelek za citopatologijo, Onkološkega inštituta 
Ljubljana. Meritve so bile opravljene s pretočnim citometrom FACSCanto II (BD, 
Biosciences, San Jose, CA), z 488 nm-laserjem in 530/30 nm BP filtrom. Analizo celične 
populacije smo izvedli s programsko opremo BD FACSDiva V6.1.2. 
 
Uspešnost transfekcije je odvisna od tega, kolikšen delež GFP-pozitivnih celic je pretočni 
citometer zaznal ter kakšna je intenziteta izražanja GFP. Podatke citometrije (% parental 
cell in FITC_A median) smo analizirali in grafično prikazali ter primerjali uspešnost 
transfekcije v odvisnosti od protokola EP. 
 
3.5 TEST CITOTOKSIČNOSTI 
 
Test citotoksičnosti nam pove kolikšen delež celic je preživel elektroporacijo s plazmidom. 
Z genskim elektroprenosom smo v celice vnesli različne koncentracije plazmida: 1 mg/ml, 
2 mg/ml in 3,5 mg/ml. Test smo izvedeli na celicah 2H11 in Kera-308.  
 
Po izvedenem GET smo prenesli celično suspenzijo na mikrotitsko ploščo s 24 
vdolbinicami, ki je obdelana tako, da se celice ne pritrdijo, in po 5 minutah dodali 1 ml 
PBS. S testne plošče smo nato prenesli 103 celic v volumnu 100 μl v vsako vdolbinico 
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Slika 6: Shema mikrotitrske plošče s 96 mesti za test citotoksičnosti. CTRL: kontrolna skupina brez EP in 
dodanim EP-pufrom; pGFP: eksperimentalne skupine brez EP z dodanimi različnimi koncentracijami pGFP 
(10: 1 mg/ml, 20: 2mg/m in 35: 3,5 mg/ml); EP1: eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z dodanim EP- 
pufrom; EP1 + pGFP: eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z dodanimi različnimi koncentracijami 
pGFP (10: 1 mg/ml, 20: 2mg/m in 35: 3,5 mg/ml); EP2: eksperimentalna skupina po protokolu EP2 z 
dodanim EP-pufrom; EP2 + pGFP: eksperimentalna skupina po protokolu EP2 z dodanimi različnimi 
koncentracijami pGFP (10: 1 mg/ml, 20: 2mg/m in 35: 3,5 mg/ml); MEDIJ: gojišče.  
 
Po 72 urni inkubaciji smo v vsako vdolbino odpipetirali 10 μl barvila Presto Blue (Life 
Technologies, Carlsbad, CA). Metabolno aktivne celice presnavljajo nefluorescenčni 
moder resazurin v rozasto obarvan fluorescenčni resorufin. Zato je ta metoda uporabna pri 
določanju celične viabilnosti. Pri dodajanju barvila smo bili pozorni, da smo delali v temi, 
saj je občutljivo na svetlobo. Nato smo inkubirali 30 minut pri 37 °C. Jakost fluorescence 
smo pomerili s čitalcem mikrotiterskih plošč, pri ekscitaciji 560 nm in emisiji 590 nm 
(Infinite 200, Tecan, Männedorf, Switzerland). Viabilne celice se obarvajo rdeče. 
Pridobljene meritve smo analizirali v računalniškem programu Microsoft Excel. Od vsake 
vrednosti smo odšteli povprečno vrednost fluorescence medija in dobili jakost fluorescence 
posamezne skupine. Vse eksperimentalne skupine smo normalizirali glede na kontrolo in 
izračunali povprečje normaliziranih vrednosti ter standardno napako posamezne skupine.  
 
3.6 IZRAŽANJE GENOV ZA CITOSOLNE SENZORJE DNA 
 
Povišano izražanje citosolnih senzorjev DNA smo določili s pomočjo kvantitativne verižne 
reakcije s polimerazo v realnem času (qPCR). Zanimalo nas je izražanje po vnosu pDNA s 
pomočjo EP. Najprej smo izolirali celokupno RNA, nato pa jo prepisali v cDNA.  
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Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, ki jo je leta uvedel 1983 Kary Mullis in se 
od takrat naprej pogosto uporablja v biomedicinskih raziskavah, saj se z njo lahko zazna in 
določi že manjše koncentracije DNA/RNA (Mullis, 1990). qPCR je novejša, nekoliko 
spremenjena metoda, ki omogoči spremljanje PCR reakcije v realnem času. Zato je ta 
metoda primerna za raziskave genske ekspresije. Dodatno se jo uporablja za raziskave 
biomarkerjev, sledenje razvoja bolezni ali spremljanje odziva na zdravljenje. Za qPCR 
uporabljamo fluorescentne reporterske molekule, ki vsebujejo barvila, ki se vežejo na 
DNA, kot je SYBR green, ali pa sekvenco specifične sonde, kot so Molecular Beacons, 
Scorpions  ali TaqMan sonde (Dorak, 2006, Bustin in sod., 2009). 
 
3.6.1 Izolacija celokupne RNA 
 
Izolacija celokupne RNA je potekala po navodilih za uporabo kompleta  peqGOLD total 
RNA kit (Peqlab, Pensilvanija, ZDA). Najprej smo iz mikrotitskih plošč, ki smo jih 
inkubirali po izvedenem EP, odpipetirali gojišče s celicami ter jih zbrali v centrifugirke in 
centrifugirali 5 minut pri 1500 vrt./min. Nato smo odlili supernatant in dodali 400 μl pufra 
za lizo celic in prenesli vse skupaj na kolono, na kateri se je iz vzorca odstranila DNA. 
Ponovno smo centrifugirali, 1 minuto pri 12000 x g na sobni temperaturi. Vsebinoiz 
zbiralne centrifugirko, smo odpipetirali v novo 1,5 ml centrifugirko in dodali 400 μl 70% 
etanola. Nato smo vsebino centrifugirke premešli na  vibracijskem mešalu in jo odpipetirali 
na kolono, kjer se je na membrano vezala RNA. Nato smo centrifugirali 1 minuto pri 
10000 x g. Zbiralno centrifugirko smo zavrgli, kolono pa prenesli v novo 2 ml zbiralno 
centrifugirko in dodali 500 μl raztopine RNA-wash buffer I ter centrifugirali 15 sekund pri 
10000 x g. Kolono smo še dvakrat sprali s 600 μl raztopine RNA wash buffer II in 
ponovno centrifugirali za 15 sekund pri 10000 x g. Kolono, na kateri je bila vezana RNA, 
smo na koncu prenesli v novo 1,5 ml mikrocentrifugirko, dodali 40 μl  sterilne vode brez 
RNaz (RNAse free H20) in še zadnjič centrifugirali 1 minuto pri 5000 x g. Tako smo v 
centrifugirki zbrali RNA, ki smo jo sprali s kolone. Vzorce RNA smo hranili pri -80 °C. 
 
3.6.2 Reverzna transkripcija 
 
Prepis smo izvedli po protokolu proizvajalca kompleta Super SuperScript ®VILOTM cDNA 
Synthesis Kit (Life Technologies). Najprej smo ugotovili koncentracijo celokupne RNA, z 
merjenjem absorbance na UV spektrometru (Epoch Microplate Sceptrophotometer, Gene – 
Take 3 Session) pri valovnih dolžinah 260 nm in 280 nm. Iz dobljenih koncentracij smo 
preračunali volumen, ki je vseboval 1000 ng mRNA. 
 
Za vsako eksperimentalno skupino smo na ledu pripravili mikrocentrifugirke. Vsaka 
mikrocentrifugirka je vsebovala posebej za vsako skupino izračunan volumen vzorca 
RNA, 2 μl mešanice 10x SuperScript Enzyme Mix, 4 μl mešanice  5x VILO Reaction Mix 
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in DEPC-vodo, do skupnega volumna 20 μl. Pripravljene mikrocentrifugirke smo nato 
vstavili v PCR napravo.  
  
Program prepisovanja se je začel z 10 minutno inkubacijo pri 25 °C, nato 60 minut pri 42 
°C in  zaustavitev reakcije s povišanjem temperature na 85 °C.  
Po končanem prepisu smo cDNA hranili pri -20 °C.  
 
3.6.3 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
 
Za qPCR smo uporabili osnovno reakcijsko mešanico SYBR Master Mix (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA), ki je vsebovala, polimerazo hot start (le ta se aktivira pri 
visoki temperaturi), uracil-DNA-glikozilazo (prepreči kontaminacijo s predhodnimi PCR 
produkti), deoksiribonukleotid trifosfate – dNTP in ROX-referenco (interna referenca za 
normalizacijo signala reporterskega barvila). Poleg Master Mix-a smo uporabili še 
oligonukleotidne začetnike: smerne  in protismerne. 
 
Najprej smo pripravili vzorce cDNA, ki smo jih imeli na ledu, in dodali 180 μl DEPC-
vode. Nato smo pripravili mešanice z začetniki in sicer smo v centrifugirko odpipetirali 10 
μl SYBR Master Mix-a, 4,6 μl vode in 0,4 μl začetnika. Vsaka centrifugirka z začetniki je 
vsebovala 80 μl vode, 10 μl smernega in 10 μl protismernega začetnika (Integrated DNA 
Technologies, Coralville, ZDA). Na mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo v vsako 
vdolbinico odpipetirali 15 μl reakcijske mešanice z začetniki in 5 μl vzorca cDNA 
razredčenega z DEPC-vodo (slika 7 in 8). K temu smo vedno dodali tudi NTC (no template 
control), ki je vseboval vse komponente reakcijske mešanice, razen vzorca. V primeru, da 
pri NTC dobimo pozitiven signal prej kot v 34 ciklu, oligonukleotidni začetnik, ki smo ga 
uporabili, ni primeren za uporabo, in rezultati niso zanesljivi, saj se oligonukleotidni 
začetniki  povežejo s SYBR green.  
 
Po razdelitvi reakcijske mešanice z začetniki, smo ploščo prekrili s folijo in centrifugirali 2 
minuti pri 2500 x g, ter jo  nato položili v PCRaparaturo. Reakcija je potekla po sledečem 
programu v ustreznih pogojih: 
 
- 2 minuti pri 50 °C: potekala je aktivacija uracil-DNA glikozilaze 
- 10 minut pri 95 °C: aktivacija polimeraze 
 hot start  
- 15 sekund pri 95 °C: denaturacija DNA 
- 1 minuta pri 60 °C: prileganje oligonukleotidnih začetnikov in podaljševanje verige 
DNA 
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Slika 7: Shema mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami za qPCR s tarčnimi geni citosolnih senzorjev DNA. 
CTRL: kontrolna skupina brez EP in dodanim EP-pufrom; pDNA: eksperimentalna skupina z dodano pDNA 
brez EP; EP1: eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z dodanim EP-pufrom; EP1 + pDNA: 
eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z dodano pDNA; EP2: eksperimentalna skupina po protokolu 





Slika 8: Shema mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami za qPCR s tarčnimi geni za citokine. CTRL: kontrolna 
skupina brez EP in dodanim EP-pufrom; pDNA: eksperimentalna skupina z dodano pDNA brez EP; EP1: 
eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z dodanim EP-pufrom; EP1 + pDNA: eksperimentalna skupina 
po protokolu EP1 z dodano pDNA; EP2: eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z dodanim EP; EP2 + 
pDNA: eksperimentalna skupina po protokolu EP2 z dodano pDNA; NTC: brez vzorca 
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Preglednica 4: Uporabljeni oligonukleotidni začetniki pri qPCR. 
TARČNI GEN 1 Tlr9 
5' začetni oligonukleotid GAATCCTCCATCTCCCAACAT 
3' začetni oligonukleotid CAGAGTCTCAGCCAGCAC 
TARČNI GEN 2 Rig-I 
5' začetni oligonukleotid GCTGCCATGCAGAGTGATTGGAAA 
3' začetni oligonukleotid ACTCTTGGCCACACAGCTGTAGAA 
TARČNI GEN 3 Ddx60 
5' začetni oligonukleotid ACTGGAACACTCGCTTTGG 
3' začetni oligonukleotid GAAGTAGACATCACCCAACAGG 
TARČNI GEN 4 Dhx9 
5' začetni oligonukleotid AAACTCCCCATTGAACCTCG 
3' začetni oligonukleotid TGTATCCCAGGCGTTTTCC 
TARČNI GEN 5 Dhx36 
5' začetni oligonukleotid CCCAAAGTTGCTAAAATCCGAC 
3' začetni oligonukleotid CCAGTTGTAGTGGAAGTCTGTC 
TARČNI GEN 6 Aim2 
5' začetni oligonukleotid CCACCCGCAGTGACAATGACTTTA 
3' začetni oligonukleotid GCTTTCAGCACCGTGACAACAAGT 
TARČNI GEN 7 Gas 
5' začetni oligonukleotid GTGAGGACCAATCTAAGACGAG 
3' začetni oligonukleotid AGCATGTTTTCTCTATCCCGTG 
TARČNI GEN 8 Dai 
5' začetni oligonukleotid TGCTTTCTAGAGGACGCCACCATT 
3' začetni oligonukleotid TGGCTTCAGAGCTTGTACCTGTGT 
TARČNI GEN 9 Ddx41 
5' začetni oligonukleotid AGTGCTCATGGACCTCAAAG 
3' začetni oligonukleotid CTCCACAGAAGGCACAGC 
TARČNI GEN 10 Lrrfip1 
5' začetni oligonukleotid CCAGTTTGCCGAAGTGAAAG 
3' začetni oligonukleotid CTCTCCGTTGGTGGCTATTT 
 
 se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 5: Uporabljeni oligonukleotidni začetniki pri qPCR 
 
TARČNI GEN 11 p202 
5' začetni oligonukleotid CCCGGGAAACACCATTGCTTTATCAG 
3' začetni oligonukleotid TCTTCACCTCAGACACGCTGGAAT  
TARČNI GEN 12 p204 
5' začetni oligonukleotid CCAGTCACCAATACTCCACAG 
3' začetni oligonukleotid GAGCACCATCACTGTCAGG 
TARČNI GEN 13 Il-1β 
5' začetni oligonukleotid AGTTGACGGACCCCAAAAGA 
3' začetni oligonukleotid TGCTGCTGCGAGATTTGAAG 
TARČNI GEN 14 Ifn-β1 
5' začetni oligonukleotid TGCCATCCAAGAGATGCTCCAGAA 
3' začetni oligonukleotid AGAAACACTGTCTGCTGGTGGAGT 
TARČNI GEN 15 Ifn-α 
5' začetni oligonukleotid ACCTCCACCAGCAGCTCAAT 
3' začetni oligonukleotid CCACCTGCTGCATCAGACAA 
REFERENČNI GEN 1 Ba ali beta aktin 
5' začetni oligonukleotid GAAGTGTGACGTTGACATCC 
3' začetni oligonukleotid ACTCATCGTACTCCTGCTTG 
REFERENČNI GEN 2 Gapdh ali gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 
5' začetni oligonukleotid TTCACCACCATGGAGAAGGC 
3' začetni oligonukleotid GGCATGGACTGTGGTCATGA 
 
3.6.3.1 Način podajanja in vrednotenja rezultatov qPCR 
 
Za zaznavanje relativnih sprememb v genski ekspresiji smo za analizo podatkov uporabili 
metodo 2-∆∆Ct. Ta metoda se uporablja le v primeru, da je učinkovitost podvojevanja 
tarčnega in referenčnega gena enaka 2. Med potekom qPCR, računalnik beleži podatke 
fluorescence vsakega cikla. Za vsak vzorec se določi točko, kjer krivulja preseže vrednost 
praga Ct, torej kjer je intenziteta fluorescence višja od fluorescence ozadja. Vrednost Ct je 
obratno sorazmerna z začetnim številom kopij tarčnega cDNA. Pri večji količini začetne 
cDNA, fluorescenca vzorca preseže fluorescenco ozadja pri nižjem številu ciklov. Pri 
metodi ∆∆Ct normaliziramo koncentracijo tarčnega gena glede na koncentracijo 
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referenčnega gena. Kontrolno skupino uporabimo za primerjavo z vsakim 
eksperimentalnim vzorcem (Livak in Schmittgen, 2001).  
3.7 DOLOČANJE TIPA CELIČNE SMRTI IN IZPOSTAVLJENOSTI PS PRI 
CELICAH Kera-308 
 
Za določanje apoptoze in nekroze smo sledili protokolu proizvajalca (BioLegend, San 
Diego, ZDA) za komplet FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7AAD. Aneksin 
V – FITC je fluorescentno označen protein, ki se veže na PS. Ta se v celicah nahaja na 
notranji strani celične membrane. V zgodnji fazi apoptoze se struktura membrane poruši in 
PS se s pomočjo encima transferaze premesti na zunanjo stran membrane. V takem 
primeru se lahko aneksin veže na izpostavljen PS in se s pretočno citometrijo določi delež 
celic, ki oddaja fluorescenco. Vendar pa aneksin V ne ločuje med apoptoznimi in 
nekrotičnimi celicami. To dosežemo s 7 amino-aktinomicin D (7AAD). Celice v pozni fazi 
apoptoze se bodo obarvale s 7ADD, saj 7ADD preide v jedro, kjer se veže na DNA. 
Izpostavitev PS, pa je značilna tudi za piroptozo, vendar v tem primeru pride do nastanka 
por, preko katerih aneksin V lahko doseže PS (https://www.biolegend.com/en-
us/products/fitc-annexin-v-apoptosis-detection-kit-with-7-aad-8264).  
 
Po GET mišjih celic Kera-308 smo pripravili dve petrijevki celic s premerom 6 cm, eno 
petrijevko smo inkubirali 5 ur, drugo 24 ur. Po inkubaciji smo najprej odstranili gojišče ter 
ga shranili, saj je le-to vsebovalo tudi mrtve celice. Dodali smo 7 ml tripsina. Inkubirali 10 
minut pri 37°C in nato dodali prej odstranjeno gojišče. Vse skupaj smo prenesli v 
centrifugirko ter centrifugirali 5 minut pri 1500 vrt./min. Po centrifugiranju smo odstranili  
supernatant ter dodali 1000 μL raztopine Cell Staining Buffer in ponovno centrifugirali. 
Ponovno smo odstranili supernatant ter dodali enako količino raztopine Cell Staining 
Buffer. Celice smo centrifugirali in odstranili supernatant, ter jih resuspendirali v 100 μL 
raztopine Annexin V Binding Buffer (koncentracija 0,25 -1x107 celic/ml). 100 μl celične 
suspenzije smo dobro premešali in prenesli v epruveto. Dodali smo še 5 μl raztopine FITC 
Annexin V in 5 μl raztopine 7 AAD. Vsebino epruvete smo previdno premešali na 
vibracijskem mešalniku in nato inkubirali 15 minut v temi pri sobni temperaturi. Po 
končani inkubaciji smo dodali 400 μl raztopine Annexin V Binding Buffer in vzorce 
odnesli na oddelek za citopatologijo Onkološkega inštituta Ljubljana. Meritve so bile 
opravljene s pretočnim citometrom FACSCanto II (BD, Biosciences, San Jose, CA), z 488 
nm laserjem in 530/30 nm BP-filtrom. Analizo celične populacije smo izvedli s 
programsko opremo BD FACSDiva V6.1.2. 
 
3.8 DOLOČANJE KONCENTRACIJE IZPLAVLJENEGA ATP PRI Kera-308 
 
Za merjenje koncentracije izplavljenega ATP smo uporabili komplet Molecular Probe ATP 
Determination Kit (Thermo Fisher Scientific), s katerim se na podlagi rekombinantne 
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luciferaze in substrata D-luciferin določi kvantitativno koncentracijo ATP. Najprej smo 
pripravili reagente in sicer smo vzeli 50 μl 20x Reaction Buffer in dodali 950 μl DEPC-
vode. Nato smo vse skupaj prenesli v stekleničko z D-luciferinom. Pripravili smo tudi 100 
mM raztopino ditiotreitol (DTT) za kar smo dodali 1,62 ml DEPC-vode v stekleničko, ki je 
vsebovala 25 mg DTT. 
 
Celoten postopek je potrebno pripravljati v temi. Za pripravo 10 ml reakcijske raztopine 
smo odmerili 8,9 ml DEPC-vode, 0,5 ml 20x Reaction Buffer, 0,1 ml 100 mM DTT 
(razredčen z vodo), 0,5 ml 10 mM D-luciferin in 2,5 μl luciferaze 5 mg/ml raztopine. Vse 
skupaj smo previdno premešali z obračanjem.  
 
Najprej smo izmerili luminoscenco raztopine s standardno koncentracijo ATP; 10 μl 
standarda smo dodali k 90 μl reakcijske raztopine. Tako smo dobili standardno krivuljo z 
različnimi koncentracijami ATP. Šele nato smo merili naše vzorce po enakem postopku, s 
tem, da smo znano koncentracijo ATP zamenjali z 10 μl eksperimentalnih skupin. Po EP 
smo eno ploščo s celicami inkubirali 1 uro in drugo ploščo 4 ure. Gojišče smo nato prenesli 
na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinami in dodali 90 μl reakcijske raztopine. 
 
Naše skupine smo nato primerjali glede na standardne krivulje in izračunali koncentracije 
ATP v eksperimentalnih vzorcih. Vse eksperimentalne skupine smo normalizirali glede na 
kontrolo in izračunali povprečje normaliziranih vrednosti ter standardno napako 
posamezne skupine. 
 
3.9 DOLOČANJE AKTIVNOSTI KASPAZE-1 PRI Kera-308 
 
Za merjenje kaspazne aktivnosti smo uporabili komplet Caspase – GLO 1 Inflammasome 
Assay (Promega, Madison, ZDA), ki temelji na  bioluminiscenci. Kaspaza-1 je del 
specifične proteazne družine in je pomemben del inflamasoma. Prirojene imunske celice 
lahko na specifično prisotnost patogenov ali drugih signalov nevarnosti, odgovorijo z 
nastankom inflamasoma in posledično aktivacijo kaspaze-1.  
 
Detekcijski komplet deluje po naslednjem principu:  
Selektivni substrat za kaspazo-1 (Z-WEHD) se ob prisotnosti katalitično aktivne kaspaze-1 
v celicah pretvori v aminoluciferin, ki je substrat za luciferazo. Ob dodatku rekombinantne 
luciferaze steče reakcija, kar povzroči luminiscenco, ki jo zaznamo z luminimetrom. 
Komplet vsebuje tudi zaviralec proteasoma MG-132, ki onemogoči nespecifično cepljenje 
substrata Z-WEHD, in s tem omogoča občutljivo zaznavo kaspaze-1. Test vključuje tudi 
inhibitor kaspaze-1 (Ac-YVAD-CHO) za potrditev specifične aktivnosti v vzporednih 
vzorcih in razlikovanje aktivnosti kaspaze-1. Kaspaza-1 je prisotna le v tistih vzorcih, pri 
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katerih se vrednosti med vdolbinami brez dodanega kaspaznega inhibitorja in vdolbinami z 
dodanim kaspaznim inhibitorjem razlikujejo.  
 
Priprava naših vzorcev je potekala po naslednjem zaporedju. Po EP smo mikrotitrske 
plošče s 96 vdolbinicami inkubirali 4 in 5 ur pri 37 °C. 
 
Najprej smo prenesli pufer Caspaze-Glo v stekleničko, ki je vsebovala substrat Z-WEHD. 
Vsebino smo nato premešali z obračanjem, da se je substrat raztopil. Nato smo dodali 60 μl 
inhibiratorja MG-132, k 10 ml predhodno pripravljenemu raztopljenemu substratu in 
ponovno premešali z obračanjem. Raztopini smo ločili na dva dela A in B. A smo direktno 
odpipetirali k vzorčkom, B smo pa dodali še 5 μl inhibitorja kaspaze-1 (Ac-YVAD-CHO 
in nato odpipetirali k vzorčkom. Vzorčke nato dobro premešali in odpipetirali 50 μl na 
ploščo s 96 vdolbinami. Potem smo dodali še 50 μl raztopine A in 50 μl raztopine B. 
 
Nato smo na mikrotitrske plošče prenesli še 50 µL predhodno pripravljenenga reagenta z 
ali brez dodanim inhibitorjem kaspaze-1 in izmerili luminiscenco. Jakost luminiscence smo 
pomerili s čitalcem mikrotiterskih plošč (Infinite 200). Vse eksperimentalne skupine smo 
normalizirali glede na kontrolo in izračunali povprečje normaliziranih vrednosti ter 
standardno napako posamezne skupine. 
 
  
Slika 9: Shema mikrotitrske plošče s 96 mesti z eksperimentalnimi skupinami z raztopino A in raztopino B 
(dodan inibitor kaspaze-1). Kontrola: kontrolna skupina brez EP in dodanim EP-pufrom; pDNA: 
eksperimentalna skupina z dodano pDNA brez EP; EP1: eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z 
dodanim EP-pufrom; EP1 + pDNA: eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z dodano pDNA; EP2: 
eksperimentalna skupina po protokolu EP1 z dodanim EP; EP2 + pDNA: eksperimentalna skupina po 
protokolu EP2 z dodano pDNA; NTC: brez vzorca 
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3.10 STATISTIČNE ANALIZE 
 
Za vsako eksperimentalno skupino smo preverili, ali so podatki normalno porazdeljeni (test 
Shapiro Wilk) in izračunali aritmetično sredino in standardno napako. Nato smo jih med 
seboj primerjali z enosmerno analizo variance (One-Way ANOVA) in Holm Sidakovim t 
testom. Vrednosti p < 0,05 smo obravnavali kot statistično značilne. Za statistične analize 
in risanje grafov smo uporabili program Sigma Plot Software (Systat Software, Chicago, 
USA). 
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4.1 TEST CITOTOKSIČNOSTI PLAZMIDNE DNA PRI CELICAH Kera-308 IN 2H11 
 
Zanimala nas je viabilnost celic 72 ur po genskem elektroprenosu pDNA in vpliv dveh 
različnih protokolov za aplikacijo električnih pulzov: EP1 in EP2 (preglednica 3). Rezultati 
testa citotoksičnosti so v obliki povezanih točk, ki predstavljajo povprečne vrednosti s 
standardnimi napakami (sliki 10 in 11), kjer je delež preživelih celic normaliziran na 
kontrolo (netretirane celice s koncentracijo  0 mg/ml pDNA). Eksperimentalni skupini 
pDNA EP1 in pDNA EP2 smo primerjali glede na kontrolno skupino celic, kjer smo dodali 




Slika 10: Prikaz preživetja celic Kera-308 ob vnosu pDNA s standardnimi napakami 72 ur po genskem 
elektroprenosu pDNA. Točke prikazujejo povprečne vrednosti s standardnimi napakami. Eksperimentalne 
skupine: pDNA, netretirane celice s koncentracijami 0 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml in 3,5 mg/ml; pDNA EP1, 
genski elektroprenos po protokolu EP1 s koncentracijami pDNA: 0 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml in 3,5 mg/ml in 
pDNA EP2, genski elektroprenos po protokolu EP2 s koncentracijami pDNA: 0 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml in 
3,5 mg/ml. * prikazuje statistično značilno razliko med eksperimentalnimi skupinami brez dodanega 
plazmida (ANOVA, p<0,05). ** prikazuje statistično značilno razliko med eksperimentalnimi skupinami z 
dodanim plazmidom koncentracije 1 mg/ml (ANOVA, p<0,05). *** prikazuje statistično značilno razliko 
med eksperimentalnimi skupinami z dodanim plazmidom koncentracije 2 mg/ml (ANOVA, p<0,05). **** 
prikazuje statistično značilno razliko med eksperimentalnimi skupinami z dodanim plazmidom koncentracije 
3,5 mg/ml (ANOVA, p<0,05). # prikazuje statistično značilno razliko med eksperimentalnima skupinama  
3,5 mg/ml pDNA EP1 in EP1 brez dodane pDNA (ANOVA, p<0,05). ## prikazuje statistično značilno 
razliko med eksperimentalnima skupinama 3,5 mg/ml pDNA EP2 in EP2 brez dodane pDNA (ANOVA, 
p<0,05). 
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Pri Kera-308 so razlike med elektroporiranimi skupinami z enakimi koncentracijami 
vstavljenega plazmida statistično značilne. Statistično značilna razlika je tudi po protokolu 
EP1 med 3,5 mg/ml koncentracijo pDNA in EP1 brez dodane pDNA. Razlika med 
koncentracijo 3,5 mg/ml pDNA po protokolu EP2 in EP2 brez dodane pDNA je tudi 
statistično značilna. Najmanjši delež preživelih celic je pri eksperimentalni skupini pDNA 
EP1, kjer je v primerjavi s kontrolo brez EP, preživelo manj kot 40 % celic. V tem primeru 
je z višanjem koncentracije pDNA linearno padal delež preživelih celic. Delež preživelih 
celic pri eksperimentalnih skupinah pDNA EP2 je večji, preživelo je približno 80 % celic, 
le pri najvišji koncentraciji pDNA je bil delež preživelih celic manjši, približno 60 %.  
 
 
Slika 11: Prikaz preživetja celic 2H11 ob vnosu pDNA s standardnimi napakami 72 ur  po genskem 
elektroprenosu pDNA. Točke prikazujejo povprečne vrednosti s standardnimi napakami. Eksperimentalne 
skupine: pDNA, netretirane celice  s koncentracijami 0 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml in 3,5 mg/ml; pDNA EP1, 
genski elektroprenos po protokolu EP1 s koncentracijami pDNA: 0 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml in 3,5 mg/ml in 
pDNA EP2, genski elektroprenos po protokolu EP2 s koncentracijami pDNA: 0 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml in 
3,5 mg/ml. * prikazuje statistično značilno razliko med eksperimentalnimi skupinami brez dodanega 
plazmida (ANOVA, p<0,05). ** prikazuje statistično značilno razliko med eksperimentalnimi skupinami z 
dodanim plazmidom koncentracije 1 mg/ml (ANOVA, p<0,05). *** prikazuje statistično značilno razliko 
med eksperimentalnimi skupinami z dodanim plazmidom koncentracije 2 mg/ml (ANOVA, p<0,05). **** 
prikazuje statistično značilno razliko med eksperimentalnimi skupinami z dodanim plazmidom koncentracije 
3,5 mg/ml (ANOVA, p<0,05). 
Pri 2H11 lahko opazimo, da elektroporacija zmanjša delež preživelih celic. Razlike med 
elektroporiranimi skupinami z enakimi koncentracijami vstavljenega plazmida so 
statistično značilne. Prav tako je očitna razlika v preživetju v primerjavi s celicami, ki jih 
nismo elektroporirali, dodali pa smo jim pDNA. Najmanjši delež preživelih celic je bil pri 
eksperimentalnih skupinah pDNA EP1, kjer je v primerjavi s kontrolno skupino z dodano 
Ugrin M. Izražanje senzorjev DNA in določanje celične smrti po genskem elektroprenosu plazmidne DNA na normalnih mišjih celicah. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
  
   
33 
 
pDNA, preživelo le 20 % celic. Delež preživelih celic pri eksperimentalnih skupinah 
pDNA EP2 je bil malce višji, preživelo je približno 40 % celic. Opazili smo, da na 
preživetje celic koncentracija pDNA ni vplivala.  
 
Elektroporacija po protokolu EP2 pri Kera-308 celicah je imela le majhen vpliv na delež 
preživetja, medtem ko je bil delež preživelih celic pri 2H11 celicah občutno manjši.  
Citotoksični učinek genskega elektroprenosa je bil pri celicah 2H11 večji kot pri Kera-308. 
Že sama uporaba električnih pulzov je imela večji učinek na preživetje celic 2H11. Po 
protokolu EP1 je ob dodatku pDNA v koncentraciji 2 mg/ml ali 3,5 mg/ml v obeh celičnih 
linijah prišlo do približno podobnega citotoksičnega vpliva na celice. 
 
4.2 USPEŠNOST TRANSFEKCIJE S PLAZMIDOM pGFP PRI CELICAH Kera-308 
IN 2H11 
 
Zanimala nas je uspešnost transfekcije genskega elektroprenosa s pGFP, ki smo jo izvedli 
na mišjih celicah Kera-308 in 2H11. Med elektroporacijo smo uporabili dva različna 
protokola EP1 in EP2 (preglednica 3). Pri transfekciji celic s pGFP smo s pretočno 
citometrijo določili delež celic, ki so vsebovale plazmid in intenziteto signala fluorescence.  
 
Slika 12: Grafični prikaz uspešnosti transfekcije mišjih celic Kera-308 s pGFP. Stolpca prikazujeta delež 
celic, ki smo jih uspešno transfecirali, medtem ko rdeči piki prikazujeta intenziteto fluorescence. Prikazani 
sta dve različni eksperimentalni skupini: pGFP smo dodali celicam 2H11 ter izvedli EP po dveh različnih 
protokolih EP1 in EP2. Graf prikazuje povprečne vrednosti s standardnimi napakami. * prikazuje statistično 
razliko med deležem pGFP pozitivnih celic po protokolu EP1 in EP2 (t-test, p<0,05). N = 3. 
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Slika 13: Grafični prikaz uspešnosti transfekcije mišjih celic 2H11 s pGFP. Stolpca prikazujeta delež celic, ki 
smo jih uspešno transfecirali, medtem ko rdeči piki prikazujeta intenziteto fluorescence. Prikazani sta dve 
različni eksperimentalni skupini: pGFP smo dodali celicam 2H11 ter izvedli EP po dveh različnih protokolih 
EP1 in EP2. Graf prikazuje povprečne vrednosti s standardnimi napakami. * prikazuje statistično razliko med 
deležem GFP pozitivnih celic po protokolu EP1 in EP2 (t-test, p<0,05). N = 3. 
 
Rezultati so pokazali, da je pri eksperimentalni skupini pGFP-EP1 delež pGFP pozitivnih 
celic manjši v primerjavi s skupino pGFP-EP2, tako pri celicah Kera-308 kot pri 2H11. 
Uspešnost transkripcije pri celicah Kera-308 pa po protokolu EP1 4 %, po EP2 pa 46 %, 
pri celicah 2H11 je po protokolu EP1 7 %, po EP2 pa 25 % Razlika med   
eksperimentalnima skupinama je statistično značilna pri obeh celičnih linijah. Uspešnost 
transfekcije je bila pri obeh celicah boljša pri eksperimentalni skupini pGFP-EP2.  
 
Med intenziteto fluorescence po protokolu EP1 in EP2 nismo opazili statistično značilnih 
razlik, niti pri celicah Kera-308, niti pri 2H11. 
 
4.3 IZRAŽANJE GENOV ZA CITOSOLNE SENZORJE DNA PRI CELICAH Kera-
308 IN 2H11 
 
Po genskem elektroprenosu smo z metodo qPCR na nivoju mRNA določali izražanje 
genov za citosolne senzorje DNA (Ddx60, Dhx9, Dhx36, Aim, Gas, Dai, Ddx41, Lrr, p204, 
p202) in izražanje genov za citokinov Ifn-β1 in Tnf-α. Od senzorjev DNA nas je predvsem 
zanimal AIM2, ki je vpleten v piroptozo. Za vse eksperimentalne skupine smo določali 
faktor povišanega izražanja (FPI) in standardno napako (SE). 
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Preglednica 6: Faktorji povišanega izražanja (FPI) genov za citosolne senzorje DNA in citokine pri mišjih 
celicah Kera-308 po genskem elektroprenosu pDNA. Vrednosti predstavljajo faktorje povišanega izražanja 
(FPI) s standardno napako (SE). * označuje statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolo (ANOVA, 
p<0,05). N = število vzorcev.  
 
Preglednica 7: Faktorji povišanega izražanja (FPI) genov za citosolne senzorje DNA in citokine v mišjih 
celicah 2H11 po genskem elektroprenosu pDNA. Vrednosti predstavljajo povprečje faktorje povišanega 
izražanja (FPI) s standardno napako (SE). * označuje statistično značilno razliko v primerjavi s kontrolo 
(ANOVA, p<0,05), N= število vzorcev. NZ = nismo zaznali signala. 
2H11 Kontrola   pDNA   EP1   EP2   pDNA EP1   pDNA EP2   
 
FPI±SE N FPI±SE N FPI±SE N FPI±SE N FPI±SE N FPI±SE N 
Ddx60 1,0±0,2 3 1,5±0,3 2 0,6±0,0 2 0,6±0,1 2 1,2±0,9 3 4,5±0,8* 3 
Dhx9 1,1±0,3 3 1,0±0,1 2 0,7±0,0 2 0,6±0,1 2 0,8±0,1 3 0,5±0,1 3 
Dhx36 1,0±0,2 3 1,7±0,3 2 1,0±0,1 2 1,1±0,1 2 1,0±0,2 3 0,9±0,2 3 
Aim2 1,0±0,2 3 2,1±0,4 2 0,6±0,0 2 0,9±0,1 2 0,8±0,2 3 1,2±0,1 3 
Gas 1,0±0,2 3 1,2±0,3 2 0,6±0,0 2 0,9±0,1 2 1,6±0,2 3 1,6±0,2 3 
Dai 1,0±0,2 3 1,1±0,3 2 0,9±0,0 2 1,0±0,0 2 0,7±0,5 3 1,5±0,1 3 
Ddx41 1,0±0,2 3 1,3±0,4 2 0,6±0,1 2 0,9±0,0 2 0,8±0,1 3 0,8±0,1 3 
Lrrfip1 1,0±0,2 3 0,9±0,1 2 1,0±0,1 2 1,0±0,0 2 1,1±0,1 3 1,1±0,1 3 
P202 1,0±0,2 3 1,6±0,6 2 1,1±0,1 2 1,0±0,1 2 0,9±0,5 3 2,1±0,1* 3 
P204 1,0±0,2 3 1,2±0,4 2 0,9±0,0 2 0,9±0,1 2 1,1±0,5 3 1,7±0,2 3 
Il-1β NZ 3 NZ 2 NZ 2 NZ 2 NZ 3 NZ 3 
Ifn-β1 1,0±0,2 3 1,3±0,4 2 1,2±0,4 2 0,9±0,0 2 11,8±3,9* 3 100,8±13,8* 3 

















N FPI±SE N FPI±SE N FPI±SE N FPI±SE N 
Ddx60 1,0±0,1 3 1,0±0,1 3 1,9±0,2 3 1,1±0,3 3 25,8±10,5* 3 4,7±0,5* 3 
Dhx9 1,0±0,0 3 1,3±0,1 3 1,8±0,0 3 1,8±0,3 3 1,4±0,1 3 1,2±0,0 3 
Dhx36 1,0±0,1 3 1,5±0,2 3 1,4±0,1 3 1,3±0,2 3 0,8±0,1 3 0,8±0,1 3 
Aim2 1,0±0,1 3 1,3±0,1 3 1,0±0,2 3 0,9±0,1 3 5,0±1,4* 3 1,5±0,2* 3 
Gas 1,0±0,0 3 1,4±0,1 3 1,9±0,3 3 1,8±0,3 3 1,5±0,3 3 1,2±0,1 3 
Dai 1,0±0,1 3 1,2±0,0 3 2,1±0,3 3 1,7±0,3 3 3,9±1,2* 3 2,6±0,1* 3 
Ddx41 1,0±0,1 3 1,1±0,1 3 1,4±0,1 3 1,4±0,2 3 0,9±0,1 3 1,3±0,1 3 
Lrrfip1 1,0±0,1 3 1,5±0,2 3 1,1±0,6 3 1,8±0,6 3 1,9±0,1 3 1,8±0,1 3 
p202 1,0±0,1 3 0,9±0,2 3 1,8±0,2 3 1,8±0,6 3 2,2±0,3* 3 2,5±0,1* 3 
p204 1,0±0,1 3 1,4±0,1 3 1,6±0,1 3 1,6±0,1 3 2,4±0,4* 3 2,4±0,3* 3 
Il-1β 1,0±0,1 3 0,9±0,1 3 3,7±0,1* 3 2,2±0,1* 3 3,3±0,3* 3 1,4±0,2 3 
Ifn-β1 1,0±0,1 3 1,3±0,1 3 1,7±0,4 3 1,1±0,2 3 5,0±1,2* 3 3,0±0,4* 3 
Tnf-α 1,0±0,1 3 1,1±0,2 3 1,1±0,3 3 1,2±0,2 3 1,8±0,8 3 1,6±0,3 3 
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Rezultati so pokazali, da je bilo pri celicah Kera-308 ob dodani pDNA po protokolu EP1 in 
EP2 povišano izražanje genov Ddx60, Aim2, Dai in p202 . Povišano je bilo izražanje tudi 
genov Il-1β za citokin, in sicer pri eksperimentalnih skupinah: EP1 in EP2 brez dodane 
pDNA ter EP1 z dodano pDNA. Gen za citokin Ifn-β1 pa se je povišano izražal pri 
eksperimentalnih skupinah: EP1 in EP2 z dodano pDNA. Gen Tnf-Α se ni izražal pri Kera-
308. 
 
Pri celicah 2H11 je po GET prišlo do statistično značilnega povišanega izražanja nekaterih 
genov za citosolne senzorje DNA. Ko smo pDNA kombinirali s protokolom EP2, sta se 
statistično značilno povišano izražala gena p202 in Ddx60 za citosolni senzor, ko pa smo 
pDNA kombinirali s protokolom EP1, pa se citosolni senzorji niso povišano izražali. Smo 
pa po obeh elektroporacijskih protokolih z dodano pDNA opazili statistično značilno 
povišano izražanje genov Ifn-β1 in Tnf-α. 
 
Zanimal nas je predvsem gen za citosolni senzor Aim2, ki se povišano izraža v celicah s 
piroptozo. Ta senzor se je povišano izražal le v celicah Kera-308, zato smo nadaljnje 
poskuse za dokazovanje piroptoze izvajali zgolj na tej celični liniji. 
 
4.4 DOLOČANJE TIPA CELIČNE SMRTI IN IZPOSTAVLJENOSTI PS PRI 
CELICAH Kera-308 
 
Najprej smo določali, ali se protitelo s FIT-aneksinom V veže na izpostavljen PS, ki se v 
zgodnji fazi piroptoze premakne na zunanjo stran membrane (časovna točka 5 ur). Nato 
smo po 24 urah določali prevladujoči tip celične smrti. Z izmerjeno fluorescenco na 
pretočni citometriji smo določili žive celice in celice, ki so 5 ur po EP s pDNA izpostavile 
PS (preglednica 7). Poznejša časovna točka (24 ur) nam je služila za določanje apoptoze in 
nekroze (preglednica 8).  
 
Preglednica 8: Prikaz deleža živih celic in PS-pozitivnih celic 5 ur po genskem elektroprenosu pDNA. 
Prikazane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. N = število vzorcev. 
5 ur po GET Žive PS pozitivne celice N 
kontrola  56,0 % 24,9 % 1 
pDNA 63,2 % 23,5 % 1 
EP1 57,0 % 16,2 % 1 
pDNA EP1 61,6 % ± 1,2  16,45 % ± 0,6  2 
EP2 61,6 % 18,4 % 1 
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Preglednica 9: Prikaz deleža živih celic in celic v nekrozi ali apoptozi 24 ur po genskem elektroprenosu 
pDNA. Prikazane so povprečne vrednosti s standardnimi napakami. N= število vzorcev.  
24 ur po GET Žive Apoptoza Nekroza N  
kontrola  80,55 % ± 1,3 9,8 % ± 1,6 9,6 % ± 0,0 2  
pDNA 75,7 % ± 8,4 9,9 % ± 0,1 13,9 % ± 7,9 2  
EP1 59 % ± 7,1 16,5 % ± 4,5 23,8 % ± 9,8 2  
pDNA EP1 41 % ± 4,6 20,6 % ± 2,2 37,1 % ± 3,7 4  
EP2 81,5 % ± 2,6 12,1 % ± 0,9 7,4 % ± 1,7 2  
pDNA EP2 63,1 % ± 7,4 26,8 % ± 5,1 10,0 %  ± 0,2 4  
 
5 ur po EP pDNA nismo opazili razlik v deležu živih celic in celic, ki so izpostavile PS, ki 
gredo v proces piroptoze, ne glede na uporabljene parametre EP.  
 
Delež živih celic se je 24 ur po EP zmanjšal po obeh protokolih. Pri eksperimentalni 
skupini pDNA-EP1 je delež živih celic najmanjši in je tako povečan delež celic predvsem 
v nekrozi, vendar tudi v apoptozi. Pri eksperimentalni skupini pDNA-EP2 pa je zmanjšan 
delež živih celic in povečan delež celic v apoptozi. Razlike med eksperimentalnimi 
skupinami in pripadajočo kontrolo niso statistično značilne (kontrola: pDNA, EP1: pDNA 
EP1, EP2: pDNA EP2).  
 
4.5 DOLOČANJE KONCENTRACIJE IZPLAVLJENEGA ATP PRI CELICAH Kera-
308 
 
Povečana koncentracija izplavljenega ATP je ena od značilnosti piroptoze. Izplavljanje 
ATP smo izmerili z reakcijo encimskega kompleksa luciferin-luciferaza. Nastalo svetlobo, 
ki je sorazmerna količini ATP, smo izmerili z luminometrom. Rezultate smo prikazali v 
obliki stolpčnega grafa (sliki 14 in 15).  
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Slika 14: Prikaz faktorja izplavljenega ATP pri celicah Kera-308 (normaliziran glede na kontrolo) z 1-urno 




Slika 15: Prikaz faktorja izplavljenega ATP pri celicah Kera-308 (normaliziran glede na kontrolo) s 4-urno 
inkubacijo celic po genskem elektroprenosu pDNA. Graf prikazuje povprečne vrednosti s standardnimi 
napakami. N=3. 
Koncentracijo ATP v gojišču celic smo merili 1 uro in 4 ure po EP. Opazimo nekoliko 
povečano izplavljanje ATP, 4 ure po EP pri eksperimentalni skupini pDNA-EP1 
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(koncentracija 3,06 ± 1,4), vendar ni statistično značilne razlike v primerjavi z drugimi 
eksperimentalnimi skupinami. 
 
4.6 DOLOČANJE AKTIVNOSTI KASPAZE-1 PRI CELICAH Kera-308 
 
Pri celicah Kera-308 smo določali tudi aktivnost kaspaze-1, ki nam pove, ali se pojavi 
piroptoza v teh celicah, saj je kaspaza-1 izključno značilna za piroptozo. Po EP smo  celice 
inkubirali 4 in 5 ur in nato preverjali aktivnost kaspaze-1. Rezultate smo prikazali v obliki 
grafa (sliki 15 in 16). 
 
 
Slika 16: Aktivnost kaspaze-1 pri celicah Kera-308 (normalizirana glede na kontrolo) s 4-urno inkubacijo 
celic po genskem elektroprenosu pDNA. Graf prikazuje povprečne vrednosti s standardnimi napakami. N=3. 
 
Slika 17: Aktivnost kaspaze-1 pri celicah Kera-308 (normalizirana glede na kontrolo) s 5-urno inkubacijo 
celic po genskem elektroprenosu pDNA. Graf prikazuje povprečne vrednosti s standardnimi napakami. N=3. 
Rezultati so pokazali, da aktivnost kaspaze-1 pri eksperimentalnih skupinah v primerjavi s 
kontrolo ni bila povišana. Razlike niso statistično značilne.  
  
Ugrin M. Izražanje senzorjev DNA in določanje celične smrti po genskem elektroprenosu plazmidne DNA na normalnih mišjih celicah. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
  





S pomočjo elektroporacije smo vnesli pDNA v normalne mišje endotelijske celice 2H11 in 
keratinocite Kera-308 in z različnimi metodami testirali uspešnost prenosa. Zanimal nas je 
vpliv vnesene pDNA v celici in ali se pri tem sprožijo mehanizmi, ki povzročijo celično 
smrt. Pri tem nas je zanimalo, katero obliko celične smrti v celici povzroči pDNA. 
Zanimala  nas je predvsem piroptoza.  
5.1 CITOTOKSIČNOST IN USPEŠNOST TRANSFEKCIJE CELIC Kera-308 IN 2H11  
 
Najprej smo preverjali citotoksičnost genskega elektroprenosa pDNA v celicah Kera-308 
in 2H11. Uporabili smo dva različna protokola elektroporacije, EP1 in EP2, ter primerjali 
delež preživelih celic po 72-urni inkubaciji. Pri protokolu EP1 smo uporabili nižjo 
napetost, 120 V, vendar daljše dovajanje električnega pulza, 5000 μs. Pri protokolu EP2, 
pa je bila uporabljena napetost višja, 260 V, čas delovanja električnega pulza pa krajši, 100 
μs.  
 
Pri celicah Kera-308 se ob uporabi protokola EP1 delež viabilnih celic statistično značilno 
zmanjša na 40 %, ob dodani pDNA pa se viabilnost celic linearno zmanjšuje z naraščajočo 
koncentracijo pDNA. Podobno je tudi po protokolu EP2, le da je delež preživelih celic ob 
EP (brez pDNA) 80 %, in se nato linearno zmanjšuje z naraščajočo koncentracijo pDNA. 
Pri celicah 2H11 dodana pDNA brez EP ne vpliva na preživetje celice. Z uporabo 
protokola EP1 je zmanjšan delež preživelih celic na 20 % statistično značilen. GET po 
protokolu EP2 tudi vpliva na citotoksičnost in zmanjša delež preživelih celic na 40 %, kar 
je dvakrat več kot pri Kera-308. Že sama EP je doprinesla k visoki citotoksičnosti celic 
2H11, dodana pDNA pa ni dodatno vplivala na preživetje, kot smo to opazili pri Kera-308. 
Pri obeh celičnih linijah je protokol EP1 najbolj vplivali na preživetje celic, razlika med 
linijama pa je najbolj očitna z uporabo protokola EP2, saj je ta močno zmanjšal preživetje 
celic 2H11, ne pa tudi celic Kera-308.  
 
Več raziskav je pokazalo citotoksičen vpliv genskega elektroprenosa pDNA (Bošnjak in 
sod. 2013, Lesueur in sod., 2016). Pri študiji na celicah B16 so Bošnjak in sod. (2018b) 
ugotovili, da je citotoksičnost GET odvisna od aktivacije senzorjev DNA. Po GET pride do 
izražanja citosolnih senzorjev, kar vodi v zmanjšano preživetje celic. Ob dodanih imunskih 
inhibitorjih, ki zmanjšajo izražanje citosolnih senzorjev, pa se preživetje celic poveča 
(Bošnjak in sod. 2018b). Pri primerjavi citotoksičnosti protokolov EP1 in EP2 pa so v 
študiji Žnidar in sod. ugotovili, da protokol EP1 povzroči manjšo preživetje celic kot EP2. 
Genski elektroprenos pDNA zmanjša preživetje celic, s tem, da so že pulzi EP sami, brez 
dodane pDNA, delovali citotoksično (Žnidar in sod. 2016). To smo potrdili tudi v naši 
študiji. V istih raziskavah so na celicah B16F10 ugotovili, da z naraščanjem koncentracije 
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pDNA narašča tudi citotoksičen učinek. Ta pojav smo v naši študiji določili pri celicah 
Kera-308. 
 
V primerjavi s celicami 2H11 je bil delež preživelih celic v naši raziskavi večji pri Kera-
308, kar bi lahko povezali z občutljivostjo celic, saj so že v predhodnih raziskavah 
ugotovili, da se različni tipi na GET odzovejo različno. Citotoksičnost je tako odvisna od 
vpliva različnih dejavnikov (Huntington in Richard, 2003; Žnidar in sod. 2016).  
 
Transfekcijo celic smo izvedli s plazmidom z zapisom za protein GFP. Pri obeh celičnih 
linijah je bil nizek delež transfeciranih celic po protokolu EP1. Če primerjamo transfekcijo 
z viabilnostjo celic 2H11 in Kera-308 po protokolu EP1, je bil delež preživelih celic večji 
pri Kera-308 kot pri 2H11. Zaradi nizkega deleža preživelih celic in še nižjega deleža 
transfeciranih celic ne moremo potrditi uspešne transfekcije pri nobeni celični liniji po 
protokolu EP1.  
 
Po protokolu EP2 pa je bil delež transfeciranih celic  pri Kera-308 45 % , medtem ko je bil 
delež transfeciranih celic 2H11 35 %. Prav tako je bil večji delež viabilnih celic ob dodani 
pDNA po EP2 pri Kera-308 kot pri celicah 2H11. Razmerje med viabilnostjo in številom 
transfeciranih celic je veliko boljše. Optimalni parametri za uspešno transfekcijo 2H11 in 
Kera-308 na podlagi naših rezultatov so po protokolu EP2.  
 
V svoji raziskavi so Wetering in sod. ugotovili, da se ob znižanju preživetja celic pod 40 % 
statistično značilno zmanjša delež tranfeciranih celic. Po njihovih opažanjih je največja 
uspešnost transfekcije pri celičnem preživetju med 40–80 % (Wetering in sod. 1997). 
Žnidar in sod. so prav tako ugotovili, da je večja uspešnost transfekcije po protokolu EP2 
kot EP1, saj je bilo transfeciranih celic po EP1 manj kot 10 % (Žnidar in sod. 2016). Pri 
naših celicah, Kera-308 in 2H11, je bilo transfeciranih celic po protokolu EP1 manj kot 10 
%. Med intenziteto fluorescence po protokolu EP1 in EP2 nismo opazili statistično 
značilnih razlik, niti pri celicah 2H11, niti pri Kera-308. 
 
5.2 POVIŠANO IZRAŽANJE GENOV ZA CITOSOLNE SENZORJE DNA PRI 
CELICAH Kera-308 IN 2H11 
 
Želeli smo ugotoviti, kateri geni za citosolne senzorje se po GET izražajo pri mišjih celicah 
2H11 in Kera-308. Predvsem nas je zanimal citosolni senzor AIM2, ker je ta značilen za 
piroptozo.  
 
Pri naših poskusih smo ugotovili, da po GET pride do povišanja izražanja genov Ddx60, 
Aim2, p202, p204 in Dai pri Kera-308 za citosolne senzorje. Prav tako smo zasledili 
povišano izražanje gena Il-1β po protokolu EP1, EP2 ter pDNA-EP1 ter geni za citokin 
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Ifn-β1 po protokolu EP1 in EP2, vendar le ob dodani pDNA. Pri 2H11 pa smo zaznali 
povišano izražanje v genih za citosolna senzorja Ddx60 in p202 le po protokolu EP2 ob 
dodani pDNA. Od preiskovanih genov za citokine se je povišano izražal Ifn-1β po 
protokolih EP1 in EP2 ob dodani pDNA. Citosolni senzor Ddx60 je imel najvišje povišano 
vrednost izražanja gena pri obeh celičnih linijah v primerjavi z drugimi citosolnimi 
senzorji, kjer smo zaznali povišano izražanje genov. Pri celicah Kera-308 po protokolu 
EP1 z dodanim pDNA, kjer je bila vrednost FPI 25,8±10,5. 2H11 je bilo povišano 
izražanje po protokolu EP2 z dodanim pDNA FPI 4,5±0,8.  
 
Pri študiji tumorskih celic B16 so Bošnjak in sod. določali izražanje senzorjev DNA po 
GET. Ugotovili so, da GET pDNA vpliva na povišano izražanje genov za citosolne 
senzorje: Ddx60, Dai in p204 (Bošnjak in sod., 2018a). Tudi pri študiji Žnidar in sod. so 
zaznali povišano izražanje genov pri dveh tumorskih celičnih linijah. Uporabili so različne 
protokole  EP: EP1, EP2 in EP3. Ugotovili so, da se ob dodani pDNA po protokolu EP1 in 
EP2 izražata gena za citosolna senzorja Ddx60 in Dai.  Dodatno pa se po EP1 izraža 
Dhx36 in po EP2 p204. Razlike v stopnji izražanja so tako opazne med protokoli EP ter 
med različnimi celicami (Žnidar in sod. 2016). Tudi pri naših poskusih so bile opazne 
razlike na različnih celičnih linijah in ob uporabi različnih parametrov. 
 
Med citokini se je pri obeh celičnih linijah najbolj povišano izražal gen za citokin Ifn-1β. 
Povišano izražanje genov za Ifn-β1 je najverjetneje zaradi povišanega izražanja genov 
Ddx60, p202 in Dai. Ifn-β1 in Tnf-α sta citokina, ki lahko odvisno od tega, kateri senzor 
DNA jih aktivira, povzročita celično smrt, kar pomeni, da nista specifična. Pri Žnidar in 
sod. sta bila gena za Ifn-β1 in Tnf-α bolj izražena po protokolu EP1 kot EP2 (Žnidar in 
sod. 2016). Pri naših celicah Kera-308 so bile ugotovitve podobne. Pri Kera-308 je bil Tnf-
α povišano izražen, medtem ko pri 2H11 celicah ni bil povišan.  
 
V naši raziskavi smo ugotovili, da se značilno poviša izražanje Aim2. Pri Žnidar in sod. v 
tumorskih celičnih linija gen za Aim2 na nivoju mRNA ni bil povišan. Do sedaj še ni bilo 
objavljenih rezultatov raziskav, kjer bi dokazali povišano izražanje Aim2 po genskem 
elektroprenosu pDNA. Pri Kera-308 je bilo povišano izražanje gena za citosolni senzor 
Aim2 dokazano pri eksperimentalnih skupinah po protokolih EP1 in EP2 z dodano pDNA. 
Večje povišanje v izražanje Aim2 smo opazili po protokolu EP1. Raziskave kažejo, da je 
citosolni senzor AIM2 eden od glavnih aktivatorjev kaspaze-1 kot odgovor na prisotnost 
citoplazemske DNA. DNA se direktno veže na AIM2. Kompleks AIM2-DNA povzroči 
aktivacijo adaptorskega proteina ASC, kar povzroči nastanek inflamasomov. Slednji 
povzročijo močno vnetno reakcijo in pripeljejo celico v piroptozo (Fernandes-Alnemri T in 
sod. 2010).  
 
Naša raziskava je torej prva, ki je pokazala povišano izražanje citosolnega senzorja Aim2 
po genskem elektroprenosu. 
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5.3 DOLOČANJE TIPA CELIČNE SMRTI IN IZPOSTAVLJENOSTI PS PRI 
CELICAH Kera-308 
 
Skupna značilnost apoptoze in piroptoze je pozitivno označevanje z aneksinom V. PS se 
normalno nahaja na notranji strani membrane. Med apoptozo se PS premakne na zunanjo 
stran membrane, kar vodi v vezavo aneksina V na PS. Tako se celice v apoptozi ločijo od 
živih celic. Miao in sod. so ugotovili, da zaradi por, ki nastanejo med piroptozo,  
omogočijo vstop aneksina V v notranjost. Slednji označi notranjo stran membrane (Miao in 
sod. 2011). Piroptoza je hiter proces, ki se ponavadi pojavi prej kot v 6 urah po izpostavitvi 
celice toksičnim dejavnikom. Apoptoza po vnosu pDNA s pomočjo elektroporacije nastopi 
nekje okrog 20–24 ur po tretiranju celic (Bošnjak in sod. 2018a, Žnidar in sod. 2018).  
Določanje celične smrti zgolj na podlagi barvanja z aneksinom V je omejeno, zaradi česar 
je treba narediti nadaljnje teste, ki pomagajo pri prepoznavi različnih oblik celične smrti 
(Wang in sod. 2013).  
 
Do piroptoze lahko pride že zelo hitro, zato smo najprej določali izpostavitev PS po 5-urni 
inkubaciji po izvedeni EP. 5 ur po genskem elektroprenosu nismo ugotovili razlik med 
izpostavljenostjo PS v kontrolni skupini, v skupinah, ki smo jim dodali le električne pulze, 
in tistih, kjer smo s pomočjo pulzev vnesli pDNA. Sklepali smo, da se piroptoza po našem 
tretiranju celic ne pojavi. Zato nas je zanimalo, kako celice umirajo. 24 ur po tretiranju 
celic smo opazili, da je bilo po protokolu EP1 več celic v nekrozi, medtem ko je bilo po 
protokolu EP2 več celic v apoptozi. Različni protokoli EP vodijo v različne oblike celične 
smrti. Tudi pri študiji Žnidar in sod. so tumorske celice označevali z aneksinom V in 
7AAD. Ugotovili so, da GET po protokolu EP1 povzroči nekrozo, medtem ko po 
protokolu EP2 povzroči apoptozo. Razlike so bile tudi med celičnimi linijami (Žnidar in 
sod. 2018). V študiji Bošnjak in sod. so določali celično smrt tumorskih celic po EP  s 
pDNA po 2-, 6- in 24-urni inkubaciji. Po 2 urah je bilo največ celic pozitivno obarvanih s 
7AAD, s katerim se obarvajo celice v nekrozi. Po 6 in 24 urah se je povečal delež celic v 
apoptozi in tudi delež živih celic, saj so se že začele deliti (Bošnjak in sod. 2018a).  
 
5.4 DOLOČANJE KONCENTRACIJE IZPLAVLJENEGA ATP PRI CELICAH Kera-
308 
 
Adenozin trifosfat je pomembna biološka molekula, ki poganja energetske 
procese/metabolizem živih celic. Koncentracija ATP je povečana na mestih, kjer pride do 
vnetij in tkivnih poškodb. Ena od poti možne aktivacije piroptoze je ATP-P2X7. Povečano 
koncentracijo zunajceličnega ATP zaznajo membranski purinski receptorji (P2R). Med 
P2R je značilen za vnetja in imunski odziv P2X7, ki se izraža v skoraj vseh celičnih tipih. 
P2X7-receptor vpliva na protein NLR3, ki aktivira inflamasom, kar vodi v sprostitev 
citokinov in kemokinov, diferenciacijo ter preživetje limofocita T, aktivacijo 
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transkripcijskih faktorjev in celično smrt. Povečano koncentracijo ATP lahko povzroči 
patogen (Virdillo in sod., 2017). Keranociti, kamor spadajo tudi naše preučevane celice 
Kera-308, lahko sprostijo ATP kot odgovor na vnetje, ki ga povzročajo dražeče kemijske 
spojine ali UV-sevanja. Receptorji P2 se vključno s P2X7 izražajo v normalnih in malignih 
celicah znotraj kože. Na podlagi študije Tran in sod. je bilo ugotovljeno, da so P2X7 
prisotni v keranocitah, kar pomeni, da bi lahko ti aktivirali piroptozo (Tran in sod. 2009). 
Vendar pa na podlagi rezultatov zunajcelične koncentracije ATP ne moremo potrditi 
piroptoze Kera-308. Piroptoza se sicer nakazuje po protokolu EP1 po 4 urah, kar se sklada 
z rezultati izražanja citosolnega senzorja Aim2, ki se začne povišano izražati predvsem po 
protokolu EP1. Opaženo povišanje ATP ni statistično pomembno. Pri Žnidar in sod. so 
opazovali koncentracijo znotrajceličnega ATP, ki se je po EP zmanjšala. Lahko bi sklepali, 
da je prišlo do izplavljanja ATP, vendar v tej študiji koncentracijo zunajceličnega ATP 
niso določali. Večja razlika v koncentraciji ATP je bila po protokolu EP1 kot pri EP2. Do 
razlike najverjetneje pride zaradi različnih protokolov EP; daljši pulzi z nižjo napetostjo, 
kot so EP-pulzi, povzročijo več poškodb na celični membrani. Genski elektroprenos pDNA 
po protokolu EP1 je dodatno zmanjšal znotrajcelično koncentracijo ATP pri celicah. Po 
protokolu EP2 pa dodana pDNA ni vplivala na koncentracijo znotrajceličnega ATP 
(Žnidar in sod. 2018). 
 
5.5 DOLOČANJE AKTIVNOSTI KASPAZE-1 PRI CELICAH Kera-308 
 
Aktivnost kaspaze-1 je eden od glavnih pokazateljev prisotnosti piroptoze, saj se v drugih 
oblikah celične smrti ne pojavlja. Med najbolj prepoznavnimi citosolnimi senzorji, ki 
aktivira kaspazo-1, je citosolni senzor AIM2 (Miao in sod., 2011). Odsotnost aktivnosti 
kaspaze-1 je pokazatelj, da pri celicah Kera-308 ni prišlo do piroptoze po GET pDNA.  
 
Pri študiji Reinholz s sod. so v keratinocitih raziskovali mehanizem imunskega odziva na 
okužbo s humanim papiloma virusom (HPV). Ugotovili so, da HPV povzroči najprej 
aktivacijo AIM2-inflamasoma, nato aktivacijo kaspaze-1 in na koncu sprostitev IL-1Β in 
IL-18 v normalnih človeških keratinocitih (Reinholz in sod. 2013). Pri študiji infekcije z 
enterovirusom A71 nevronskih celic so ugotovili, da v teh celicah pride do piroptoze. 
Potrdili so povišano izražanje Aim2 in aktivacijo kaspaze-1 (Yogarajah in sod., 2017).  
 
Do sedaj pojava piroptoze niso opisali po GET pDNA v celicah. Pri Kera-308 smo sicer 
pokazali, da je prišlo do povišanja izražanja Aim2, vendar nam ni uspelo potrditi nadaljnje 
aktivacije kaspaze-1 in s tem piroptoze, kljub temu da smo spremljali več njenih lastnosti.  
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Pri celicah 2H11 in Kera-308 smo želeli dokazati, da pride po genskem elektroprenosu 
pDNA do povišanega izražanje citosolnih senzorjev DNA, ki posledično povzročijo 
celično smrt. Predvsem pa nas je zanimalo, ali pri kateri od celičnih linij pride do 
piroptoze. V raziskavi smo tako delno potrdili naše hipoteze in prišli do naslednjih 
ugotovitev: 
- Z genskim elektroprenosom povzročimo povišano izražanje genov za citosolne 
senzorje pri celičnih linijah Kera-308 in 2H11. Pri celicah Kera-308 so se povišano 
izražali geni Ddx60, Aim2, Dai, p202 in p204. Pri celicah 2H11 pa sta se povečano 
izražala Ddx60 in p202. 
- Odziv celice na povišanje izražanja genov za citosolne senzorje DNA ne vodi 
celice v piroptozo, kljub povišanem izražanju gena Aim2. Določali smo 
izpostavljenost fosfatidilserina, koncentracijo izplavljenega ATP in aktivnost 
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Gensko zdravljenje je eden od novejših pristopov zdravljenja različnih bolezni. V celico 
vnesemo nukleinske kisline, z namenom, da bi celici dodali novo funkcijo ali popravili 
napako. Za večjo učinkovitost prenosa nukleinskih kislin v celico uporabljamo 
elektroporacijo. Elektroporacija je fizikalna metoda, ki s pomočjo električnega toka 
začasno omogoči večjo prepustnost membrane, zaradi česar se poveča učinkovitost 
prenosa snovi. V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti, ali z genskim elektroprenosom 
plazmidne DNA v celico povzročimo povišano izražanje citosolnih senzorjev DNA in ali ti 
posledično aktivirajo posebno obliko celične smrti, piroptozo. Citosolni senzorji DNA so  
receptorji, ki prepoznajo molekularne vzorce patogenov ali poškodbe, ki jih povzročijo 
zunanji dejavniki. Ob aktivaciji citosolnih senzorjev ti aktivirajo signalne poti, ki vodijo v 
imunski odziv. Slednji lahko povzroči tudi celično smrt. Snovi, ki povzročijo imunski 
odziv, so imunogene. Mednje sodijo tudi nukleinske kisline.  
 
V magistrski nalogi smo poskuse izvajali na dveh celičnih linijah normalnih mišjih celic; 
keratinocitih Kera-308 in endotelijskih celicah 2H11. Za elektroporacijo smo uporabili dva 
protokola električnih pulzov z različno napetostjo, številom, frekvenco in časom trajanja 
pulzov: EP1 (število pulzov Ni = 8, trajanje pulza Ti = 5000 µs, napetost U = 120 V, 
frekvenca 1 Hz) in EP2 (število pulzov Ni = 6, trajanje pulza Ti = 100 µs, napetost 
U = 260 V, frekvenca 4 Hz). Ugotovili smo, da je bil protokol EP1 bolj citotoksičen za obe 
celični liniji kot protokol EP2. S pomočjo qPCR smo določali povišano izražanje genov za 
citosolne senzorje DNA in citokine. Zanimal nas je predvsem citosolni senzor Aim2, ker je 
njegovo povišano izražanje povezano s pojavom piroptoze. Povečano izražanje gena Aim2 
smo opazili samo v celicah Kera-308. Posledično smo preostale teste za dokazovanje 
piroptoze izvajali le na celicah Kera-308. Z določanjem izpostavljenega fosfatidilserina 
smo ugotavljali, kakšna oblika celične smrti se pojavi po GET pDNA v celice. Kljub temu 
da nam je test pokazal zmanjšano število živih celic in hkrati celice, ki so bile označene z 
aneksin V (veže na fosfatidilserin), nismo mogli z gotovostjo potrditi prisotnosti piroptoze. 
Z določanjem koncentracije izplavljenega ATP, še ene od značilnosti piroptoze, prav tako 
nismo mogli potrditi piroptoze. Dodatno smo določali še aktivnost kaspaze-1, a nismo 
dobili pozitivnega rezultata. To nam je dokončno potrdilo, da celice Kera-308 ne umirajo s 
piroptozo. Dokazali smo, da do piroptoze v normalnih mišjih celicah zaradi genskega 
elektroprenosa pDNA ne pride. Trenutno ni objavljenih člankov, ki bi preverjali, ali pride 
do piroptoze zaradi vstavitve pDNA z EP. Večina objav s piroptozo je povezanih predvsem 
z infekcijami z virusi ali bakterijami. Elektroporacija velja za eno od varnejših metod 
nevirusnega prenosa pDNA v celico ali tkiva. Odziv na genski elektroprenos pDNA je 
odvisen tudi od tipa celičnih linij. Potrebne pa so nadaljnje raziskave, ki bi razjasnile sam 
mehanizem prenosa in izboljšale uspešnost transfekcije.  
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